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 A Leucemia Mielóide Crónica é uma neoplasia mieloproliferativa resultante da 
expressão da tirosina quinase BCR-ABL. O uso do inibidor Imatinib (IM) alterou 
significativamente a sobrevida dos doentes, no entanto, mais de 30% adquire resistência ao 
fármaco, tornando-se fundamental identificar as suas causas.  
 Como modelo, estabeleceu-se uma linha de células leucémicas K562 resistente ao IM. 
Inicialmente verificou-se que nenhum dos mecanismos de resistência previamente descritos 
está activo nestas células e que a resistência é independente da actividade da quinase. 
Posteriormente o nosso objectivo foi tentar identificar os mecanismos de resistência nestas 
células e, quando possível, avaliar a sua relevância em doentes resistentes ao IM. 
Foram analizados vários parâmetros de sobrevivência celular, incluindo a expressão de 
genes e proteínas anti- e pró-apoptóticas, genes de regulação do ciclo celular e de resposta a 
lesões no DNA e indicadores de instabilidade genómica.  
Observou-se sobre-expressão da proteína anti-apoptótica SURVIVINA, a sub-
expressão do gene supressor GADD45γ e alterações na expressão de genes da via de 
sinalização p38. Verificou-se também um aumento da expressão de genes de reparação por 
excisão de bases, que resultam na diminuição da sensibilidade destas células a um agente 
oxidante.  







































BER    Reparação por excisão de bases (Base Excision Repair)   
CB   Crise Blástica    
CCR               Resposta citogenética completa (Complete Cytogenetic Response) 
CHR               Resposta hematológica completa (Complete Hemayologic Response) 
CMR  Resposta molecular complete (Complete Molecular Response) 
DR                  Doentes resistentes ao IM sem mutação no domínio tirosina quinase do  gene 
BCR-ABL 
DS  Doentes sensíveis ao IM  
FA  Fase Acelerada  
FC  Fase Crónica  
HR   Reparação Homóloga (Homologous Repair)   
ID  Identificação codificada da amostra 
IFN-α  Interferão-α  
IAP  Inhibitor of apoptosis 
IM  Imatinib  
IP  Iodeto de Propídio  
I.R.I.S.  International Randomized Study of Interferon Versus STI571 
JAK/STAT   Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription 
K562-R Linha K562 resistente a 5μM de Imatinib 
K562-WT Linha K562 parental 
LMC   Leucemia Mielóide Crónica  
MAPK  Mitogenic Activated Protein Kinase 
M-bcr  Major breakpoint cluster region  
m-bcr   Minor breakpoint cluster region  
MMR Reparação de emparelhamentos erróneos de nucleótidos (Mismatch Repair)   
NER  Reparação por excisão de nucleótidos (Nucleotide Excision Repair)   
NHEJ  Reparação não homóloga (Non-Homologous End Joining Repair)   
PBS   Phosphate Buffer Saline 
Ph   Cromossoma Filadélfia (Philadelphia Chromosome)  
PCR  Polymerase Chain Reaction 




RAS  Rat Sarcoma 
ROS  Espécies  reactivas de oxigénio (Reactive Oxygen Species) 
RT-PCR  Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction  
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
u.r.f.  Unidades relativas de fluorescência   















































































































1.  Introdução  
1.1.  Leucemia Mielóide Crónica 
 A Leucemia Mielóide Crónica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa clonal das 
células estaminais hematopoiéticas (Dameshek, 1951, Fialkow et al., 1978). Descrita pela 
primeira vez em 1845 pelos patologistas Bennet, Craigie e Virchow (Wong e Witte, 2004), a 
LMC foi a primeira doença neoplásica a ser associada a uma mutação cromossómica 
adquirida, o cromossoma Philadelphia (Ph) (Nowell e Hungerford, 1960). Este cromossoma 
resulta de uma translocação balanceada recíproca entre o cromossoma 9 e o cromossoma 22 
t(9;22) (q34;q11) (Rowley, 1973) e dá origem ao oncogene de fusão BCR-ABL. O produto de 
expressão do oncogene é a proteína BCR-ABL, uma tirosina quinase com actividade 
constitutiva, que mais tarde se mostrou ser o princípio patogénico da LMC (Daley et al., 
1990).  
 Com base nas características clínicas a LMC pode ser dividida em 3 fases distintas que 
se sucedem. A primeira fase, denominada Fase Crónica (FC), é caracterizada por uma 
expansão massiva de células diferenciadas da linhagem mielóide e pelo aparecimento de 
blastos indiferenciados na medula óssea (menos de 10% das células) (Kantarjian et al., 2006). 
Cerca de 90% dos casos de LMC são diagnosticados nesta fase da doença no entanto, o 
diagnóstico é muitas vezes ocasional, resultado de um aumento da contagem de glóbulos 
brancos em análises hematológicas de rotina, uma vez que a FC é um período assintomático 
ou com sintomas tão inespecíficos como fadiga, perda de peso e desconforto abdominal 
(Quintas-Cardama e Cortes, 2006). Em doentes sem tratamento a FC tem uma duração média 
de 3 a 5 anos, ao fim dos quais a doença progride inevitavelmente para a Fase Acelerada 
(FA). Esta é uma fase de transição que dura aproximadamente 6-9 meses e em que ocorre o 
aumento do número de blastos indiferenciados na medula óssea, entre 10% a 30% das células, 
e o aparecimento de uma sintomatologia progressivamente mais agressiva, como 
esplenomegália e trombocitopénia (Frazer et al., 2007). Por fim, a doença culmina na Crise 
Blástica (CB), terceira e última fase da doença. O tempo médio de sobrevivência em CB é de 
2-4 meses e o fenótipo patológico nesta fase da doença é muito semelhante ao da Leucemia 
Mielóide Aguda. Mais de 30% das células do sangue e da medula óssea são blastos 
indiferenciados, o que resulta numa sintomatologia muito agressiva (aumento da 
esplenomegália e trombocitopénia, dificuldades respiratórias e elevada susceptibilidade a 
infecções) (Hoffman, 2000).  
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Os mecanismos moleculares responsáveis pela progressão da doença da FC até à CB 
não estão ainda totalmente esclarecidos. Sabe-se que as células em CB apresentam 
caracteristicamente um cariótipo bastante alterado com diversas mutações cromossómicas, 
quer numéricas, quer estruturais (Shet et al., 2002, Perrotti et al., 2010). Trabalhos anteriores 
estabeleceram uma relação directa entre a actividade de BCR-ABL e o aumento de 
instabilidade genómica nas células leucémicas, tanto devido ao aumento de stress oxidativo, 
como a alterações nos mecanismos de reparação das células (Nowicki et al., 2004, Cramer et 
al., 2007, Sallmyr et al., 2008, Fernandes et al., 2009). Assim, uma hipótese plausível para 
explicar a progressão da doença da FC até à CB é a acumulação de mutações e alterações 
epigenéticas em genes críticos envolvidos na proliferação, sobrevivência e diferenciação 
celular, que resultam na desregulação constante de vias de transdução de sinal da célula e, em 
última análise, conferem um novo fenótipo patológico à doença. (Calabretta e Perrotti, 2004, 
Perrotti et al., 2010).  
Considerada uma doença rara, a LMC tem uma incidência mundial de 1-2 novos casos 
por 100 000 habitantes por ano, verificando-se uma ligeira preponderância no sexo masculino. 
Esta forma de leucemia representa cerca de 20% das leucemias diagnosticadas em adultos 
(Frazer et al., 2007). Embora a doença atinja todas as faixas etárias, a idade média de 
diagnóstico varia entre os 45 e os 60 anos de idade (Rohrbacher e Hasford, 2009).  
 
1.1.1.  Cromossoma Philadelphia 
A descoberta do cromossoma Ph por Nowell e Hungerford em 1960 permitiu 
estabelecer a primeira relação causal entre uma mutação cromossómica específica e uma 
neoplasia (Nowell e Hungerford, 1960). Este marco tornou a LMC um modelo de estudo para 
o cancro e foi impulsor para a identificação e associação de inúmeras aberrações 
cromossómicas com neoplasias.  
Actualmente sabe-se que o cromossoma Ph está presente em cerca de 90% dos doentes 
com LMC e por isso, é considerado o marcador citogenético da doença (Wong e Witte, 2004). 
Através da marcação com quinacrina fluorescente demonstrou-se que este cromossoma é 
resultado de uma translocação cromossómica recíproca entre o braço longo do cromossoma 9 
e o braço longo do cromossoma 22 t(9;22) (q34;q11), no entanto, o mecanismo que despoleta 
a  translocação entre os dois cromossomas permanece ainda desconhecido (Rowley, 1973) 
(Figura 1). A consequência molecular desta mutação cromossómica é a justaposição da 




Cluster Region) que origina o oncogene de fusão BCR-ABL (Bartram et al., 1983, Groffen et 
al., 1984). O produto de expressão do oncogene é a proteína quimérica BCR-ABL com 




















Figura 1 – Formação do cromossoma Philadelphia em resultado da translocação recíproca entre o braço longo 
do cromossoma 9 e o braço longo do cromossoma 22  t(9;22) (q34;q11). Adaptado de Frazer et al., 2007. 
 
 
Apesar da expansão desregulada da linhagem mielóide ser o fenótipo patológico 
característico da LMC, estudos citogenéticos demonstram que cerca de 20% dos doentes em 
CB apresentam também um fenótipo linfoblástico (Perrotti et al., 2010). Esta observação 
corrobora a origem estaminal clonal da LMC, confirmando que a transformação neoplásica 
que dá origem ao cromossoma Ph ocorre nas células primitivas estaminais hematopoiéticas 




1.1.2.  Proteína Quimérica BCR-ABL 
A LMC é uma doença invulgar em que o produto de um único oncogene é responsável 
pela transformação maligna central à patologia. Trabalhos experimentais com diferentes 
modelos demonstraram esta relação causal (Wong e Witte, 2004). Destaca-se um estudo em 
que ratinhos transplantados com células hematopoiéticas que expressavam a proteína 
quimérica BCR-ABL desenvolveram um síndrome mieloproliferativo com características 
muito semelhantes à FC da LMC (Daley et al., 1990). Posteriormente, verificou-se que os 
ratinhos não desenvolviam a patologia quando expressavam uma isoforma inactiva da quinase 
BCR-ABL contendo uma mutação no domínio de ligação ao ATP (Zhang e Ren, 1998). Deste 
modo, foi possível estabelecer especificamente a actividade da tirosina quinase da proteína de 
fusão como o princípio transformante da LMC.  
Consoante os pontos de quebra dentro dos genes ABL e BCR, a proteína BCR-ABL 
pode ter diferentes pesos moleculares e estar associada a diferentes formas de leucemia.  
O gene ABL codifica uma tirosina quinase ubiquamente expressa que se encontra 
envolvida em vários mecanismos de regulação da homeostase celular (resposta a stress 
genotóxico, diferenciação celular, regulação do ciclo celular, adesão, etc.) (Sawyers et al., 
1994, Lewis e Schwartz, 1998, Shaul e Ben-Yehoyada, 2005, Li et al., 2009). Os pontos de 
quebra dentro do gene ABL podem ocorrer na extremidade 5’ a montante do 1º exão 
alternativo Ib, a jusante do 2º exão alternativo Ia ou, mais frequentemente, entre os dois exões 
(Figura 2A) (Deininger et al., 2000). Independentemente do local de quebra dentro do gene, 
após o splicing do transcrito primário, os exões de ligação à sequência BCR são o a2 (na 
maioria dos casos) ou o a3. O motivo pelo qual os primeiros exões do gene ABL não integram 
o oncogene de fusão ainda não foi descrito. 
O proteína resultante do gene BCR possui actividade serina/treonina quinase, mas 
ainda pouco se sabe sobre as funções desempenhadas por esta proteína. Dentro do gene BCR 
os pontos de quebra podem ocorrer na major breakpoint cluster region (M-bcr), na minor 
breakpoint cluster region (m-bcr) e na micro breakpoint cluster region (μ-bcr) (Figura 2A). É 
o local de quebra dentro do gene BCR que determina o tipo de transcrito BCR-ABL. Quando a 
quebra ocorre na M-bcr a sequência do transcrito BCR-ABL resultante pode ser tanto b2a2 
como b3a2, em resultado do splicing alternativo (Figura 2B). Ambos os transcritos são 
traduzidos na proteína quimérica BCR-ABL com peso molecular de 210kDa, que é a forma 
mais comum da proteína em LMC (Deininger et al., 2000). Quando o ponto de quebra ocorre 




2B). O transcrito e1a2 é traduzido na proteína BCR-ABL com 190kDa, enquanto que o 
transcrito e19a2 origina a mesma proteína mas com peso molecular de 230kDa (Deininger et 
al., 2000).  
Apesar de alguns estudos estabelecerem uma relação entre as variantes do transcrito 
BCR-ABL e a resposta ao tratamento com Imatinib (IM; Novartis), actualmente a primeira 
linha terapêutica para LMC, os resultados obtidos por diferentes grupos não são concordantes 


















Figura 2 - Formação do oncogene quimérico BCR-ABL pela translocação t(9q;22q).  Em A são demonstrados os 
pontos de quebra dentro do gene BCR e do gene ABL (setas). Adaptado de Faderl et al., 2007. Em B encontram-
se representados os transcritos de fusão resultantes da translocação t(9;22) (q34;q11) que dão origem aos 
diferentes fenótipos de LMC. Adaptado de Faderl et al., 1999. 
 
 
A proteína quimérica BCR-ABL resultante da justaposição dos dois genes acima 
descritos é composta por diversos domínios estruturais (Figura 3). O domínio tirosina quinase, 
responsável pela transformação neoplásica da LMC, corresponde ao domínio SH1 (Src-
homology-1) da porção ABL da proteína. Em condições fisiológicas esta quinase é 
rigorosamente regulada pelo domínio SH3 que a mantém  constitutivamente inactiva (Wong e 






estrutura do domínio SH3, o que resulta na activação constitutiva da BCR-ABL (Faderl et al., 
1999).  
O domínio SH2 da proteína ABL encontra-se envolvido nas interacções proteína-
proteína e na modulação da activação de vias de transdução de sinal (Marcucci et al., 2003). 
Alterações na integridade funcional do domínio SH2 resultam numa menor afinidade para a 
ligação às proteínas alvo da tirosina quinase e, consequentemente, reduzem a capacidade 
transformante da proteína BCR-ABL (Pendergast et al., 1991). Assim, também o domínio 
SH2 desempenha um papel importante na transformação neoplásica.  
Alguns dos domínios contidos na porção BCR da proteína de fusão são essenciais para 
a ligação de proteínas adaptadoras que são também substrato da quinase BCR-ABL, tais como 
a GRB2 (growth factor receptor–bound protein 2), a CRKL (CRK-oncogene–like protein) e a 








Figura 3 –Esquematização dos domínios das proteínas BCR e ABL. Adaptado de Faderl et al., 1999. 
 
 
Após a identificação da actividade constitutiva da tirosina quinase BCR-ABL como o 
mecanismo etiológico da LMC vários estudos foram efectuados para identificar tanto os 
substratos da quinase, como as vias de transdução de sinal em que esta interfere (Naldini et 
al., 1986, Patel et al., 2006, Brehme et al., 2009). 
 
1.1.3.  Vias de sinalização alteradas pela BCR-ABL 
Uma ampla gama de proteínas envolvidas nos mecanismos de sinalização celular são 
reguladas directa ou indirectamente pela actividade da proteína BCR-ABL (Sattler et al., 
1996, Sattler et al., 2002, Wong e Witte, 2004) (Tabela 1). Assim, a actividade constitutiva 
tirosina quinase desta proteína altera a regulação fisiológica destas moléculas, sendo 
responsável pelas alterações nas vias de transdução de sinal que conferem o fenótipo 




Tabela 1 – Moléculas sinalizadoras reguladas positiva ou negativamente pela proteína BCR-ABL. Adaptado de 













Entre as vias de sinalização afectadas pela actividade quinase da proteína BCR-ABL 
destacam-se a via RAS (Rat Sarcoma), a via PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase), a via 
MAPK (Mitogenic activated protein kinase) e a via JAK/STAT (Janus kinase-signal 
transducer and activator of transcription) (Kantarjian et al., 2006) (Figura 4). Em células 
hematopoiéticas normais estas vias de sinalização são activadas por sinais extracelulares, 
incluindo citocinas, factores de crescimento e factores de stress celular (ex. agentes 
genotóxicos) que regulam a sobrevivência, crescimento e diferenciação destas células através 
da integração de sinais. No entanto, em células leucémicas, a desregulação destas vias de 
sinalização traduz-se no aumento da proliferação de formas indiferenciadas das células da 
linhagem mielóide, na perda da capacidade de adesão destas células ao estroma da medula 
óssea e no aumento da capacidade de sobrevivência celular (Steelman et al., 2004, Kantarjian 
et al., 2007). 
A via de sinalização RAS medeia a transmissão de sinais dos receptores de superfície 
membranar para os factores de transcrição presentes no núcleo (Steelman et al., 2004), 
estando envolvida na regulação da progressão do ciclo celular, da diferenciação celular e da 
apoptose (Kantarjian et al., 2007). Em células hematopoiéticas com expressão da proteína de 
fusão BCR-ABL foi possível estabelecer uma relação entre a actividade quinásica desta 
proteína e a activação constitutiva da glicoproteína RAS, uma vez que diversos substratos da 
proteína BCR-ABL, tais como o GRB2, o SHC e o CRKL, são moléculas adaptadoras que 
activam esta glicoproteína (Puil et al., 1994). A activação constitutiva de RAS em células 









PI3K RAS p27KIP IL-3 BRCA1 CRKL ABL-1 
AKT ERK1 G2A IL-3Rβc DNA-PK GRB2 ABL-2 
JNK ERK2 CYCLIN D2 GM-CSF 
DNA 
POLβ GRB4 LYN 
p38MAPK c-MYC VEGF RAD51 GAB2 HCK 
STAT5 RINI BACHS XPB SHC FPS/FES 
NFkB RAC C/EBPα CRKL p62DOK GCKR 








leucémicas activa a cascata das MAPK quinases, o que resulta na desregulação de factores de 
transcrição envolvidos na proliferação, crescimento e diferenciação celular (Raitano et al., 

























Figura 4 – Esquematização simplificada das principais vias de transdução de sinal e moléculas sinalizadoras 
desreguladas pela actividade constitutiva da tirosina quinase BCR-ABL. Adaptado de (Weisberg et al., 2007). 
 
 
Por sua vez, a via de sinalização PI3K/AKT encontra-se normalmente envolvida na 
sobrevivência celular e no processo mitótico (Katso et al., 2001). Em células normais, a 
quinase PI3K é activada pela formação de complexos mediados por proteínas adaptadoras 
activadas, como por exemplo a GAB2. Como descrito anteriormente, estas moléculas 
adaptadoras são um substrato directo da proteína BCR-ABL, pelo que a activação constitutiva 
destas proteínas resulta na activação constitutiva da quinase PIK3 (Steelman et al., 2004). O 
resultado da sobre-activação desta via de transdução de sinal nas células leucémicas é a 
inibição de moléculas envolvidas na sinalização pró-apoptótica e o aumento da activação de 




proteína pró-apoptótica BAD, pela quinase AKT, que desta forma fica inactiva (Steelman et 
al., 2004).    
A via de sinalização JAK/STAT é activada por receptores de citoquinas e desempenha 
um papel importante na regulação da proliferação, divisão e sobrevivência celular (Coffer et 
al., 2000, Steelman et al., 2004). Em patologias mielóides foi ainda demonstrado que as 
proteínas da família STAT estão envolvidas na suspensão da maturação celular e, 
principalmente, na inibição da apoptose (Coffer et al., 2000). Uma vez que a proteína STAT5 
é um substrato directo da proteína de fusão BCR-ABL, a actividade constitutiva da proteína 
BCR-ABL resulta na activação constante deste factor de transcrição (Ilaria e VanEtten, 1996). 
A consequência descrita como mais relevante desta activação constante do factor de 
transcrição STAT5 nas células leucémicas é a sobre-expressão do gene anti-apoptótico BCL-
XL (Horita et al., 2000).  
 
1.1.4.  Expressão de BCR-ABL e instabilidade genómica 
 A relação directa entre a actividade constitutiva da proteína BCR-ABL e o aumento da 
produção endógena de espécies reactivas de oxigénio (ROS, Reactive oxygen species)  foi 
previamente descrita na literatura (Sattler et al., 2000). Trabalhos posteriores demonstraram 
que o aumento de ROS nas células leucémicas resulta no aumento de lesões no DNA 
(Koptyra et al., 2006, Skorski, 2007). 
Paralelamente, foi demonstrado que em células com expressão de BCR-ABL há uma 
sobre-activação de vias de reparação de DNA pouco fidedignas em resultado da interacção da 
quinase BCR-ABL com moléculas essenciais ao reconhecimento e reparação das lesões 
(Nowicki et al., 2004, Sallmyr et al., 2008, Skorski, 2008) (Figura 5). O funcionamento 
adequado dos mecanismos de reparação de DNA é fundamental para a manutenção da 
homeostase celular, e por isso, alterações nestas vias levam à acumulação de mutações no 
DNA que podem activar oncogenes e vias alternativas de sinalização celular ou inactivar 
genes supressores de tumores.  
Assim, foi proposto que a instabilidade genómica observada nas células que 
expressam BCR-ABL seja resultado do aumento da produção de ROS endógeno associado à 

















Figura 5. Alterações nas vias de reparação em células que expressam a proteína BCR-ABL. Adaptado de (Burke 
e Carroll, 2010). 
 
A instabilidade genómica das células BCR-ABL foi também o mecanismo proposto 
para explicar a progressão da doença da FC até à CB. Assim, a acumulação de alterações 
genéticas ou epigenéticas em genes críticos para a regulação das vias de sinalização das 
células, associado à desregulação de diversas vias de sinalização resultante da actividade 
constitutiva da proteína BCR-ABL, podem conferir um novo fenótipo patológico à doença 
(Perrotti et al., 2010) (Figura 6). 




















Figura 6 – Principais mecanismos envolvidos no processo de transformação maligna e progressão da LMC 
dependentes da actividade de BCR-ABL. Adaptado de Perroti, 2010. 
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1.2. Terapêutica  
 Desde a descoberta da LMC que várias terapêuticas progressivamente mais efectivas 
têm vindo a ser desenvolvidas para o tratamento da doença (Figura 7). A cura em LMC é 
atingida quando ocorre simultaneamente resposta molecular completa (CMR-Complete 
Molecular Response), ou seja, ausência de transcritos de BCR-ABL, resposta hematológica 
completa (CHR-Complete Hemayologic Response), isto é, uma normalização da contagem de 
células do sangue e resposta citogenética completa (CCR-Complete Cytogenetic Response), 
ou seja, a erradicação das células da medula que contêm o cromossoma Ph (Kantarjian et al., 
2008). A monitorização de doentes com LMC permitiu estabelecer uma relação directa entre a 
resposta citogenética e o aumento da sobrevivência dos doentes pelo que, atingir esta resposta, 
tornou-se o principal objectivo para os doentes. 
 As terapêuticas disponíveis inicialmente para o tratamento da LMC tinham um papel 
apenas paliativo. Apesar do tratamento com Busulfan e Hidroxiureia resultarem em CHR em 
50-80% dos doentes, não se observava qualquer resposta citogenética e, por isso, este tipo de 
tratamento apenas proporcionava alguns benefícios clínicos aos doentes mas não alterava o 
percurso natural de progressão da doença (Pavlovsky et al., 2009).  
O transplante celular alogénico de células estaminais precedido de mieloablação por 
quimioterapia ou radioterapia é uma intervenção invasiva com muitos riscos associados e, por 
isso, apenas disponível para uma pequena percentagem de doentes. No entanto, apesar dos 
esforços no sentido de desenvolver novas estratégias terapêuticas, este continua a ser o 



















Figura 7: Terapêuticas disponíveis para a LMC ao longo do tempo. Os tratamentos escritos a vermelho são os 
mais frequentemente utilizados na FC da LMC. Adaptado de Hehlmann et al., 2007. 
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O interferão-α (IFN-α) foi o primeiro agente terapêutico a induzir resposta citogenética 
em grande parte dos doentes com LMC submetidos a este tratamento. Num estudo com 512 
doentes Ph+ verificou-se que 27% atingiram CCR com uma taxa de sobrevivência ao fim de 
10 anos de 78% (Kantarjian et al., 2003). Assim, a introdução desta terapêutica traduziu-se 
num aumento do tempo de sobrevivência dos doentes.  No entanto, uma elevada percentagem 
de doentes era intolerante ao tratamento com IFN-α devido aos seus elevados níveis de 
toxicidade.  
O desenvolvimento do inibidor de tirosina quinase IM, descrito em seguida, 
representou o início de uma nova fase no tratamento da LMC. A utilização deste fármaco 
permite atingir taxas de resposta molecular, hematológica e citogenética nunca antes possível 
com qualquer outra terapêutica. O sucesso terapêutico do IM tornou-o a primeira linha de 
tratamento para LMC. 
Actualmente já se encontram disponíveis na clínica novos inibidores de tirosina 
quinase de segunda geração como o Dasatinib (Brystol Myers Squibb) e o Nilotinib 
(Novartis). O mecanismo de acção deste fármacos é idêntico ao do IM no entanto, estas 
moléculas são mais potentes na inibição da tirosina quinase BCR-ABL. 
Um constante em todas as formas de terapêutica utilizadas em LMC é a resposta 
transitória ou mesmo inexistente dos doentes em CB. Nesta fase da doença a grande maioria 
dos doentes é refractária aos tratamentos actualmente disponíveis.     
 
1.2.1- Imatinib 
 A identificação da actividade tirosina quinase da proteína BCR-ABL como o princípio 
patogénico da LMC tornou esta proteína um alvo atractivo para intervenção terapêutica. Além 
disso, esta abordagem terapêutica permite a eliminação selectiva das células neoplásicas, uma 
vez que a proteína BCR-ABL está presente em células leucémicas e ausente nas células 
normais.  
O estudo da estrutura tridimensional da proteína quinase ABL permitiu desenvolver o 
IM, uma 2-fenilaminopirimidina com a capacidade de inibir todas as formas da tirosina 
quinase ABL (Druker et al., 1996, Deininger et al., 1997).  
A base do mecanismo de acção do IM é a elevada afinidade desta pequena molécula 
para se ligar ao local de ligação do ATP, no domínio tirosina quinase da proteína BCR-ABL 




conformação inactiva. A tirosina quinase inibida perde a capacidade de fosforilar os seus 
substratos e de se auto-fosforilar, o que resulta no bloqueio da sobre-activação das vias de 
transdução de sinal alvo da BCR-ABL (Schindler et al., 2000, Druker, 2008). 
A actividade anti-proliferativa do IM foi inicialmente testada em linhas celulares com 
expressão da proteína BCR-ABL e em modelos animais transplantados com células 
hematopoiéticas transformadas (Deininger et al., 2005). Os resultados obtidos com ambos os 
modelos indicaram uma elevada eficácia do fármaco.  
Em linhas celulares com expressão de BCR-ABL o tratamento com IM não só inibia a 
proliferação celular como em alguns casos levava também à morte celular por apoptose 
(Druker et al., 1996, Oetzel et al., 2000).  
Assim, apesar do cepticismo inicial quanto à eficácia terapêutica dos inibidores de 
tirosina quinase na LMC, os resultados pré-clínicos obtidos com os modelos in vitro e in vivo 




















Figura 8: Mecanismo de acção do inibidor de tirosina quinase IM. O fármaco liga-se ao local de ligação do ATP 
no domínio tirosina quinase da proteína BCR-ABL e impede a ligação do ATP. Imagem de A. Y. Chen em 
(Druker, 2008). 
 
 Na fase I dos ensaios clínicos foi administrado IM oralmente (25 a 1000mg/dia) a 83 
doentes em FC resistentes ou intolerantes ao tratamento com o IFN-α. Dos 54 doentes 
tratados com doses iguais ou superiores a 300mg/dias, 53 atingiram CHR. Ainda neste grupo 
de doentes, 7 atingiram CCR e 17 atingiram uma resposta citogenética major (0-35% de 
células em metafase positivas para Ph). Os resultados deste estudo indicaram não só uma 
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elevada eficácia do tratamento com IM, mas também a ausência de efeitos secundários 
impeditivos da continuidade do tratamento (Druker et al., 2001).  
 Na fase II dos ensaios clínicos foi realizado um estudo com 454 doentes em FC tardia 
sem resposta ao tratamento com IFN-α. Estes doentes foram tratados com 400mg/dia de IM 
por toma oral. Após 18 meses de tratamento observou-se que 60% dos doentes atingiram 
resposta citogenética major e que 90% obteve CHR com uma taxa de sobrevivência livre de 
progressão da doença para FA ou CB de 89% (Kantarjian et al., 2002).  
 Um estudo com doentes em FA ou em CB demonstrou que com uma dose terapêutica 
de 400 a 600mg/dia, 52% dos doentes apresentaram resposta hematológica e 16% uma 
resposta citogenética major. No entanto, a característica refractária dos doentes nestas fases 
da doença leva a que, quando há resposta ao tratamento com IM, esta seja uma resposta 
transitória e de curta duração (Sawyers et al., 2002).  
 A fase III de ensaios clínicos, denominada I.R.I.S. (International Randomized Study of 
Interferon Versus STI571), baseou-se num estudo aleatório com 1106 doentes em FC inicial 
sem qualquer tratamento prévio para a LMC. Neste estudo fez-se a análise comparativa da 
eficácia do tratamento com 400mg/dia de IM (553 doentes) e com a combinação terapêutica 
INF-α/Citarabina (553 doentes) (O'Brien et al., 2003). A percentagem de doentes que atingiu 
CCR ao fim de 18 meses foi 76,2% nos doentes tratados com IM e 14,5% nos doentes 
tratados com INF-α/citarabina. Também a percentagem de doentes que atingiu CHR foi mais 
elevada nos doentes tratados com IM (96,8%) do que nos doentes tratados com INF-
α/citarabina (69%). É ainda de destacar que as respostas no grupo de doentes sujeito ao 
tratamento com IM foram atingidas mais rapidamente e que a taxa de progressão da doença 
para CB foi bastante inferior neste grupo de doentes (O'Brien et al., 2003).  
 O acompanhamento farmacoterapêutico durante 5 anos do grupo de doentes que 
integrou o estudo I.R.I.S. mostrou que 87% dos doentes do grupo tratado com IM atingiu 
CCR (Druker et al., 2006). Resultados mais recentes, após 6 anos de acompanhamento, 
indicam que a taxa de resposta citogenética completa neste grupo é agora 82% (Hochhaus et 
al., 2009). A percentagem de sobrevivência dos doentes tratados com IM ao fim de 6 anos é 
cerca de 83% e a taxa de doentes livres de progressão para FA ou CB é de 93%.(Hochhaus et 
al., 2009) 
 Com base na eficácia terapêutica do IM demonstrada nos resultados obtidos nos 
estudos anteriores, o fármaco não só foi introduzido na prática clínica como também foi 
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estabelecido como a primeira linha de tratamento em LMC. A dose diária recomendada de IM 
é 400mg para doentes em FC e 600mg para doentes em FA ou CB por toma oral.  
 
1.2.2. Resistência ao Imatinib 
 Apesar dos promissores resultados obtidos no início da utilização do IM como 
terapêutica para a LMC, a emergência de casos de resistência e a presença de quantidades 
residuais de células que expressam BCR-ABL em doentes que respondem à terapia 
evidenciaram que o IM é, na maioria dos casos, uma terapia de supressão temporária da 
doença e não uma terapia de cura. No ensaio clínico I.R.I.S. verificou-se que 5 anos após o 
início do tratamento com  IM, 13% dos doentes não atingiram resposta citogenética completa,  
aproximadamente 7% dos doentes deixaram de responder ao tratamento após os 3 primeiros 
anos e 5% foram forçados a desistir da terapêutica devido aos efeitos adversos do fármaco 
(Druker et al., 2006).  
 Além disso, estudos recentes alertam para o facto dos resultados obtidos na prática 
clínica não retratarem os resultados obtidos durante os ensaios clínicos (de Lavallade et al., 
2008). Lucas et al. mostraram que numa população de 68 doentes tratados com  IM desde o 
diagnóstico 49% dos doentes tornaram-se resistentes ou intolerantes ao IM ao fim de 24 
meses (Lucas et al., 2008). 
Uma vez que o IM é actualmente a primeira linha de terapia para a LMC, a 
emergência de resistência ao inibidor da tirosina quinase BCR-ABL tornou-se um problema 
terapêutico significativo e por isso, o estudo e caracterização dos mecanismos moleculares por 
detrás da resistência é neste momento fundamental. 
Uma pequena percentagem dos doentes com LMC é à partida resistente ao IM 
aquando do início do tratamento. Este fenómeno foi designado por resistência primária. O 
processo de aquisição de resistência após uma reposta inicial ao tratamento foi designado por 
resistência secundária. 
 Os mecanismos de resistência têm sido estudados tanto em modelos laboratoriais, in 
vitro e in vivo, como directamente em amostras de doentes resistentes ao tratamento com o 




1.2.2.1. Mutações no domínio quinase da proteína BCR-ABL.  
A aquisição  de mutações pontuais no domínio tirosina quinase da proteína BCR-ABL 
representa cerca de 40% dos casos de resistência ao IM em doentes (Druker, 2008). As 
mutações resultam na substituição de aminoácidos na proteína quimérica que impedem a 
ligação normal do IM ao local de ligação ao ATP.  
As mutações pontuais ocorrem fundamentalmente em três zonas distintas do domínio 
tirosina quinase do gene BCR-ABL: directamente no local de ligação do ATP, no loop de 
activação da quinase ou, ainda, no próprio domínio catalítico da quinase (Melo e Chuah, 
2007) (Tabela 2). O impedimento da ligação do IM à proteína mutada resulta 
fundamentalmente ou da substituição de aminoácidos críticos à ligação do IM ou da 
substituição de aminoácidos essenciais para a estrutura conformacional da quinase, que ao ser 
alterada, impede a ligação do IM (Quintas-Cardama e Cortes, 2006).  
As diferentes mutações pontuais não têm todas o mesmo significado clínico. Mutações 
no  P-loop tendem a conferir níveis de resistência mais elevados, enquanto que outras apenas 
diminuem a sensibilidade ao IM o que, em alguns casos, pode ser ultrapassado com um 
aumento da dose do fármaco (Hochhaus et al., 2009).  
 
Tabela 2. Lista de diferentes mutações pontuais que ocorrem no domínio tirosina quinase da BCR-ABL 



































































A mutação T315I, substituição de uma treonina por uma isoleucina no aminoácido 315  
da quinase, foi a primeira mutação descrita em doentes (Gorre et al., 2001). Esta substituição 
aminoacídica impede efectivamente a ligação do IM à proteína BCR-ABL pelo que, até hoje, 
é a única mutação descrita que torna as células leucémicas totalmente insensíveis ao fármaco 
(Melo e Chuah, 2007). Esta mutação confere resistência também ao tratamento com os 
inibidores de tirosina quinase de segunda geração Nilotinib e Dasatinib. 
Estudos recentes com doentes acompanhados ao longo do tempo têm mostrado que o 
perfil mutacional é dinâmico, isto é, o mesmo doente pode ter mais que uma mutação e a 
percentagem de clones com cada mutação pode variar ao longo do tempo (Cortes et al., 2007, 
Grant et al., 2010). 
As mutações pontuais não são induzidas pela actividade inibitória do IM, no entanto, a 
presença do IM após a aquisição da mutação actua como um mecanismo de selecção dos 
clones insensíveis ao tratamento que, por expansão clonal, levam progressivamente à 
ineficácia terapêutica do IM (Melo e Chuah, 2007).  
 
1.2.2.2. Amplificação genética e sobre-expressão de BCR-ABL.  
A amplificação do gene BCR-ABL e a sua sobre-expressão como mecanismo de 
resistência ao IM foi descrita inicialmente em linhas celulares resistentes ao fármaco (Mahon 
et al., 2000). Posteriormente, num estudo com 9 doentes sem resposta ao tratamento com IM 
observou-se que em 3 casos havia amplificação do gene BCR-ABL (le Coutre et al., 2000, 
Gorre et al., 2001).  
O aumento da expressão do gene BCR-ABL pode resultar da duplicação do 
cromossoma Ph, da ocorrência de múltiplas cópias do gene BCR-ABL dentro do mesmo 
cromossoma, de ambos os fenómenos ou ainda da desregulação transcricional do gene (Gorre 
et al., 2001). A resistência em doentes surge quando o aumento de transcritos de  BCR-ABL se 
traduz num aumento da quantidade de proteína. Assim, as concentrações terapêuticas de IM 
deixam de ser suficientes para inibir toda a proteína BCR-ABL existente  nas células 
(Hochhaus et al., 2002). Em alguns casos, o aumento da dosagem diária de IM pode superar 
este mecanismo de resistência. No entanto, os efeitos secundários graves, e por vezes 




 No entanto este mecanismo de resistência tem sido raramente considerado efectivo em 
doentes. Em alguns casos a sobre-expressão de BCR-ABL não está directamente associada a 
fenómenos de resistência (Milojkovic e Apperley, 2009).  
Outros mecanismos envolvidos na resistência ao IM são considerados independentes 
da proteína BCR-ABL e estão envolvidos maioritariamente em casos de resistência 
secundária. 
 
1.2.2.3. Alteração da expressão de proteínas transmembranares de influxo e de efluxo.  
Uma questão crítica do tratamento com IM é a variação da concentração do fármaco 
no interior das células alvo dos doentes. Num estudo com 68 doentes com LMC, Picard et al. 
mostraram que nos 50 doentes tratados com 400mg/dia de IM a concentração plasmática do 
fármaco variou entre 181 e 2947 ng/mL. Além disso, este trabalho demonstrou que os 56 
doentes que atingiram resposta citogenética completa com o tratamento com IM apresentavam 
uma concentração plasmática do fármaco superior à que se observava no grupo de 12 doentes 
que não atingiram esta resposta (56 doentes [1123± 617 ng/mL] versus 12 doentes [694 ± 556 
ng/mL]) (Picard et al., 2007).  
A resistência a múltiplos fármacos mediada pelo produto do gene MDR1, uma 
proteína transmembranar que regula o efluxo de diversos fármacos, é um mecanismo bastante 
descrito em diversas patologias (Gottesman et al., 2002).  
Deste modo, colocou-se a hipótese de existir uma sobre-expressão dos transportadores 
de efluxo em doentes resistentes ao IM, o que resultaria no aumento da extrusão do fármaco, a 
ponto das concentrações intracelulares não serem suficientes para a inibição da proteína BCR-
ABL. Em trabalhos experimentais realizados com algumas linhas celulares resistentes ao IM 
foi possível detectar um aumento da expressão de MDR1 (Mahon et al., 2000). No entanto, 
até hoje não foi possível comprovar esta relação entre o aumento da expressão do 
transportador e a resistência ao IM em doentes (Melo e Chuah, 2007). Além disso, é de 
salientar a presença de dados contraditórios na literatura, relativamente à interacção do IM 
com os transportadores membranares. Por exemplo, no caso do transportador ABCG2, alguns 
estudos classificam o IM como um substrato do transportador enquanto que outros o 
classificam como um inibidor (Houghton et al., 2004, Quintas-Cardama et al., 2009, An et al., 
2010).  
A diminuição da actividade do transportador de influxo hOCT1 nos doentes resistentes 
foi também um mecanismo proposto para a regulação da concentração intracelular de IM 
19 
 
(Thomas et al., 2004). Num estudo realizado com doentes recentemente diagnosticados em 
FC, sujeitos ao tratamento com IM numa dosagem de 600mg/dia, foi demonstrado que o 
grupo de doentes com maior actividade do transportador de influxo hOCT1 apresentava maior 
resposta molecular ao fármaco, e um IC50 mais baixo, do que se verificava no grupo de 
doentes com baixa actividade deste transportador membranar (White et al., 2007). Este 
resultado acresce relevância à hipótese de que a actividade deste transportador pode ter um 
papel na resistência ao IM. 
 
1.2.2.4. Alterações na regulação de mecanismos de transdução de sinal.  
Verifica-se que em alguns doentes resistentes ao IM o mecanismo de resistência tem 
por base alterações em vias de sinalização intracelulares independentes de BCR-ABL.  
Vários resultados obtidos em modelos in vitro resistentes ao IM e em amostras clínicas 
de doentes têm demonstrado que a família de quinases SRC está estreitamente envolvida em 
algumas formas de resistência independentes de BCR-ABL (Pene-Dumitrescu e Smithgall, 
2010).  
A sobre-expressão da proteína LYN foi inicialmente identificada num modelo celular 
resistente ao IM (Donato et al., 2003). Ainda neste trabalho demonstrou-se que a inactivação 
da actividade desta quinase, com um inibidor específico, levou à supressão da proliferação 
celular e à morte das células resistentes por apoptose. Desta forma, foi demonstrada pela 
primeira vez a importância da LYN quinase na resistência ao IM independente de BCR-ABL. 
Estudos realizados em amostras de doentes resistentes ao IM demonstraram, mais uma vez, a 
relação entre as SRC quinases e a resistência independente da actividade da proteína BCR-
ABL (Donato et al., 2004).  
Posteriormente, vários trabalhos foram publicados que não só confirmam o 
envolvimento da sobre-expressão das SRC quinases na resistência ao IM, como também 
tentam explicar quais as vias mediadas pela activação destas quinases que permitem a 
sobrevivência das células na presença do fármaco (Ptasznik et al., 2004, O'Hare et al., 2008, 
Wu et al., 2008, Samanta et al., 2009). Além disso, a activação de outras vias alternativas 
independentes da activação da proteína BCR-ABL têm sido propostas como determinantes 
para a resistência (Agarwal et al., 2008, Aceves-Luquero et al., 2009). 
Dada a relevância clínica deste mecanismo de resistência ao IM algumas moléculas 
que inibem simultaneamente a quinase BCR-ABL e as quinases SRC, como o Dasatinib, o 
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Bosutinib (SKI-606) e o NS-187 (INNO-146), encontram-se neste momento na fase de 
ensaios clínicos (Shah et al., 2004, Puttini et al., 2006, Niwa et al., 2007). 
 
1.2.2.5. Expansão clonal  
A expansão clonal de células estaminais hematopoiéticas refractárias ao tratamento 
com IM foi também proposta como um mecanismo de resistência independente da proteína 
BCR-ABL (Graham et al., 2002, An et al., 2010). Em cerca de 95% dos doentes que 
respondem ao tratamento com IM é possível detectar uma quantidade residual de células 
BCR-ABL positivas (Apperley, 2007). A presença destas células é o resultado da 
característica refractária das células estaminais hematopoiéticas BCR-ABL+ ao IM (Savona e 
Talpaz, 2008). Entre outros, os mecanismos propostos para explicar a resistência intrínseca 
destas células ao IM foram o seu carácter quiescente, a sobrexpressão de BCR-ABL ou a 
alteração da expressão de proteínas transmembranares que medeiam o influxo e efluxo do 
fármaco (Volpe et al., 2009). Como descrito anteriormente, a actividade quinásica 
desregulada da proteína BCR-ABL provoca instabilidade genómica e, consequentemente, 
pode levar à acumulação de mutações em diversos genes envolvidos nos mecanismos de 
sobrevivência celular (Sallmyr et al., 2008). Deste modo, com o passar do tempo, as células 
estaminais hematopoiéticas BCR-ABL positivas residuais podem acumular mutações em 
genes determinantes para a sobrevivência celular o que, pela selecção destes clones pela 
presença de IM, confere resistência ao fármaco e permite a progressão da doença.  
 
1.3. Objectivos 
Apesar dos promissores resultados obtidos durante os ensaios clínicos no tratamento 
da LMC com IM, o aumento da percentagem de doentes que adquire resistência no decurso 
do tratamento tornou-se um grave problema terapêutico. Assim, tornou-se fundamental a 
caracterização dos mecanismos moleculares que conferem resistência ao fármaco.  
Com o objectivo de estudar potenciais mecanismos de resistência ao IM foi 
estabelecido no laboratório um modelo de células humanas leucémicas K562 resistentes à 
concentração 5µM do fármaco. Numa primeira fase, o objectivo do trabalho foi determinar se 
o mecanismo pelo qual estas células eram resistentes ao IM era algum dos mecanismos 
previamente descritos na literatura. Após a análise dos resultados obtidos foi delineado um 
estudo exploratório com o objectivo de identificar alterações em algumas vias de transdução 
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de sinal potencialmente envolvidas na aquisição de resistência ao IM nas células resistentes ao 
fármaco. Assim, foram seleccionadas moléculas alvo envolvidas nos mecanismos de apoptose 
e proliferação celular que pudessem indicar alterações responsáveis pela sobrevivência destas 
células na presença de IM. Foram feitos ensaios celulares, quantificação da expressão de 
genes e quantificação de proteínas. Posteriormente, com o objectivo de determinar se havia 
um aumento da instabilidade genómica nas células resistentes ao IM, foi estudada a produção 
endógena de espécies reactivas de oxigénio e alterações nos mecanismos de reparação de 
DNA.  
A validação de resultados obtidos com o modelo in vitro foi posteriormente, e quando 
possível, efectuada em amostras de doentes sensíveis ao tratamento com IM e em amostras de 
doentes que, no decurso da terapêutica, adquiriram resistência ao fármaco.  
Pretende-se que este trabalho seja o ponto de partida para um estudo mais aprofundado 










































2. Materiais e Métodos 
2.1. Reagentes, material suplementar e equipamento 
Os reagentes, materiais e equipamentos utilizados no decurso do trabalho encontram-
se discriminados no Anexo I. 
 
2.2. Amostras 
2.2.1. Linha Celular K562 
Para a realização deste trabalho foi utilizada a linha celular humana K562 (DSMZ, 
Alemanha), aqui designada como Wild Type (K562-WT). A linha K562 foi estabelecida a 
partir da efusão pleural de uma doente de 53 anos com LMC em CB (Lozzio e Lozzio, 1975). 
O cariótipo das células K562 apresenta alguma complexidade, com várias alterações 
cromossómicas quer numéricas, quer estruturais1. Estas células possuem a translocação 
t(9;22) (q34;q11) que origina o cromossoma Ph, e por isso, expressam naturalmente o 
transcrito de fusão BCR-ABL (b3a2) que pode ser detectado por PCR em Tempo Real.  
Morfologicamente as células K562 possuem uma forma arredondada e podem ter um 
tamanho variável (Figura 9A). Em cultura encontram-se individualmente em suspensão e o 
tempo de duplicação varia entre 30 a 40 horas. A maioria destas células são blastos 
indiferenciados mononucleados que podem adquirir características semelhantes às de células 








Figura 9 -  A. Fotografia das células K562-WT em cultura captada com um microscópio de inversão de fases 
(TMS, Nixon) com ampliação 200x. B. Fotografia das células K562-R em cultura captada com um microscópio 














2.2.2. Linha Celular K562 Resistente a 5μM de Imatinib 
Com o objectivo de estudar os mecanismos de resistência ao IM, antes do início deste 
trabalho foi seleccionada no laboratório uma subpopulação de células K562 resistentes a 5μM 
de IM (K562-R).  
Sucintamente, esta linha foi estabelecida em resultado da exposição crónica a 
concentrações crescentes de IM, desde 0,05μM até à concentração de 5μM (Figura 10). 
Determinou-se que as células atingiam resistência a uma determinada concentração de IM 
quando a taxa de divisão celular na presença dessa concentração era idêntica à taxa de divisão 
das células parentais não tratadas com o fármaco. Quando atingida a resistência a uma dada 
concentração de IM, uma parte da população de células dava início a uma nova subcultura 
com uma concentração mais elevada do fármaco. Desta forma, estabeleceu-se a linha K562 
resistente a 5μM IM, utilizada neste trabalho como modelo de células leucémicas resistentes. 
Morfologicamente as células K562-R apresentam uma forma irregular e um tamanho 
bastante variável (Figura 9B). Em cultura estas células encontram-se em suspensão mas, ao 
contrário das células K562-WT, observa-se uma tendência para a formação de agregados.  
A sequenciação do domínio tirosina quinase do gene BCR-ABL foi feita antes do 













Figura 10. Cronologia da selecção da linha K562 resistente ao IM. As células foram incubadas com 




 2.2.3. Amostras de doentes 
 As amostras de doentes estudadas neste trabalho foram gentilmente cedidas pelo 
Centro de Genética Clínica (CGC) do Porto. Este estudo foi submetido e aprovado pelo 
conselho de ética do CGC e, de acordo com os parâmetros estabelecidos pelo conselho com 
base na Declaração de Helsínquia, foi previamente obtido o consentimento informado de 
todos os doentes que integram o estudo. O anonimato foi garantido pela codificação das 
amostras dos dadores. 
 Neste trabalho foram incluídos 22 doentes com LMC Ph+, 11 sensíveis ao tratamento 
com IM (DS) e 11 resistentes sem mutação no domínio quinase do gene BCR-ABL nos quais o 
mecanismo de resistência ao IM é desconhecido (DR). Na tabela 3 encontra-se a informação 
dos doentes relativamente ao género, idade de diagnóstico, transcrito de fusão e percentagem 
de BCR-ABL. Todos os doentes cujas amostras foram seleccionadas encontravam-se na FC 
da doença aquando da colheita.  
 
Tabela 3 - Características dos doentes com LMC usados como amostra neste estudo. ID - Identificação 
codificada da amostra; DS - doentes sensíveis ao tratamento com IM; DR - doentes resistentes ao tratamento 




















DS-1 ♀ 62 b3a2 0 
DS-2 ♀ 46 b2a2; e1a2 2,6 
DS-5 ♂ 65 b3a2 0 
DS-8 ♀ 30 b2a2 4,8 
DS-10 ♂ 37 b2a2 0,62 
DS-12 ♂ 71 b3a2 0,86 
DS-14 ♂ 65 b3a2 0 
DS-15 ♀ 68 b3a2 0,17 
DS-17 ♂ 74 b2a2 0 
DS-18 ♂ 41 b3a2; e1a2 0 
DS-20 ♀ 75 b2a2 0 
DR-1 ♂ 76 b2a2 100 
DR-2 ♀ 44 b3a2 26 
DR-3 ♂ 77 b3a2 72,61 
DR-4 ♀ 67 b3a2 21,85 
DR-5 ♀ 59 b2a2 100 
DR-6 ♂ 50 b3a2 100 
DR-7 ♂ 48 b2a2 89,20 
DR-9 ♀ ? p210 54,35 
DR-11 ♂ ? p210 100 
DR-12 ♂ ? p210 18,07 
DR-14 ♂ 59 p210 100 
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2.3.  Manuseamento e processamento de amostras  
2.3.1. Cultura de células 
 As células K562-WT e K562-R foram mantidas em cultura com meio RPMI 1640 
contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de solução de penicilina/estreptomicina, numa 
atmosfera com 5% CO2, a 37ºC. Às células K562-R adicionou-se IM numa concentração final 
de 5μM. O meio foi substituído por meio fresco, duas vezes por semana, e a cultura celular foi 
diluída para uma densidade de aproximadamente 0,1-0,5x106 células/ml. 
 
2.3.2. Contagem de células 
Após uma centrifugação a 400xg (Centric 322, Technica), as células foram  
ressuspendidas em 1ml de meio a partir do qual se prepararam duas diluições independentes 
com a mesma taxa de diluição. As contagens foram feitas com um hematocitómetro manual 
(Câmara de Neubauer), por dois operadores distintos, no microscópio óptico Dialux 20-Leitz 
com uma ampliação de 500 vezes. 
O número de células contadas na câmara do hematocitómetro foi multiplicado pela 
taxa de diluição e posteriormente, sabendo que o volume da câmara é 1x10-4 cm3, calculou-se 
o número de células presentes em 1ml de suspensão.   
 
2.3.3. Extracção de proteínas totais 
 As células foram lavadas 2 vezes com PBS (Phosphate buffered saline) a 4ºC e 
posteriormente foi-lhes adicionado a solução tampão de lise (Anexo II) numa proporção de 
500μl por cada 1x107 células e ressuspendeu-se. Incubou-se em gelo durante 20 minutos e, 
após uma centrifugação a 10600xg (Centrifuge 5417R, Eppendorf), voltou-se a incubar 
durante 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante contendo as proteínas em suspensão foi recolhido e 
acondicionado a -80ºC. 
 
2.3.4. Quantificação de proteínas 
A quantificação de proteínas totais foi feita pelo método de Bradford, com o corante 
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), segundo o protocolo Microassay procedure do fabricante. 
Foi utilizada como referência uma curva padrão preparada a partir de uma solução stock de 
BSA (Bovine serum albumin) (10mg/ml). 
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Resumidamente, adicionou-se o corante Bio-Rad Protein Assay a cada amostra numa 
proporção de 1:5. Após uma incubação durante 15 minutos à temperatura ambiente foi lida a 
absorvância no Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) a 595nm. Cada amostra foi 
quantificada 5 vezes.  
 
2.3.5. Extracção de RNA 
 Para a extracção de RNA de todas as amostras utilizou-se o AllPrep RNA/DNA/Protein 
Mini Kit (Qiagen). Inicialmente as células foram lisadas com a solução tampão RLT 
disponibilizada no kit, à qual se adicionou 1% de β-Mercaptoetanol, numa proporção de 350μl 
por cada 5x106 células. A extracção prosseguiu rigorosamente de acordo com o protocolo do 
fabricante. Resumidamente, cada  amostra foi passada sequencialmente pelas diferentes 
colunas com as respectivas soluções tampão disponibilizadas no kit. O RNA em solução foi 
acondicionado a  -80ºC. 
 
2.3.6.  Quantificação  de RNA 
 O RNA foi quantificado por espectrofotometria a 260nm no Nanodrop ND 1000 com 
o software Nanodrop 1000 v3.7.1. Para calcular a pureza da amostra foi também lida a 
absorvância a 280nm. Os cálculos da concentração de RNA bem como da pureza da amostra 
foram efectuados automaticamente pelo software.   
 
2.3.7. Síntese de cDNA 
A conversão quantitativa de mRNA total para cDNA de cadeia simples foi feita com o 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), de acordo com o 
protocolo do fabricante.  
  Para cada reacção de síntese preparou-se uma mix contendo 2μg de RNA (no caso das 
células K562) ou 500ng de RNA (no caso das amostras de doentes) num volume final de 10μl 
que se perfez com água RNase free. A Master Mix contendo RT Buffer, RT Random Primers, 
dNTP’s, a enzima MultiScribe Reverse Transcriptase, o inibidor de RNases e a água RNase 
free foi preparada num volume final de 10μl. Por último, adicionou-se aos 10μl da mix de 
RNA os 10μl da Master mix (volume reaccional de 20μl) e fez-se a reacção de síntese no 
termociclador GeneAmp®PCR System 9700 (Applied Biosystems) com as condições 
discriminadas na tabela 4. 
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O cDNA contido nos 20μl de solução resultante da reacção de Reverse Transcriptase-
PCR (RT-PCR) foi acondicionado a -20ºC. 
Para cada reacção de síntese preparou-se um controlo negativo sem RNA e um 
controlo sem a enzima MultiScribe Reverse Transcriptase, de modo a detectar contaminações 
ou falsos positivos.  
 
Tabela 4 -  Condições do RT-PCR para a síntese de cDNA. 
 
Nº Ciclos Reacção T (ºC) t (min) 
1 Activação da enzima transcriptase reversa 
MultiScribe Reverse Transcriptase 
25 10 
1 Síntese de cDNA 37 120 
1 Inactivação da enzima MultiScribe 
Reverse Transcriptase 
85 5 
1 Final da reacção 4 ∞ 
 
2.4. PCR em Tempo Real 
 A caracterização do perfil de expressão de vários genes, descriminados na tabela 5.1, 
foi feita por PCR em Tempo Real com a tecnologia TaqMan®Chemistry. Este método tem por 
base, a actividade exonuclease 5’-3’ da Taq DNA polimerase. Utiliza-se uma sonda de 
oligonucleótidos TaqMan, que híbrida com parte da sequência do gene de interesse, e primers 
específicos para o cDNA alvo. A sonda está marcada com um fluorocromo repórter na 
extremidade 5’ cuja fluorescência é absorvida devido à proximidade espacial com um 
quencher na extremidade 3’. Durante a extensão dos primers a Taq DNA polimerase cliva a 
sonda libertando o fluorocromo e o quencher. O resultado é um aumento da fluorescência 
proporcional ao produto de PCR formado, o que permite a sua quantificação em tempo real.  
 O procedimento foi realizado de acordo com as recomendações do fabricante. Em 
resumo, inicialmente optimizou-se a quantidade de cDNA apropriada para cada Gene 
Expression Assay com base na taxa de eficiência de amplificação obtida a partir de uma curva 
de calibração. Para cada reacção preparou-se uma mix de cDNA e água autoclavada num 
volume final de 9μl por amostra. A 10μl de TaqMan Gene Expression Master Mix adicionou-
se 1μl do TaqMan Gene Expression Assay, num volume final de 11μl. As duas mix foram 
adicionadas a cada poço de uma placa de 96 poços (o volume reaccional por poço de 20μl). A 
reacção de PCR foi feita no ABI PRISM 7300 (Applied Biosystems) com as condições 
discriminadas na tabela 5.2. 
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Tabela 5.1 - Lista dos TaqMan Gene Expression Assay e das suas características essenciais. 
 
Gene Assay ID Proteína Codificada Marcação Amplicão (pb) 
MAP2K6 Hs00992389_m1 Mitogen-activated protein kinase kinase 6 FAM 68 
GADD45G Hs00198672_m1 




DDIT3 Hs01090850_m1 DNA-damage-inducible transcript 3 FAM 78 
BCL2 Hs00608023_m1 B-cell CLL/lymphoma2 FAM 81 
BCL2L1 Hs00236329_m1 BCL2-like 1 FAM 65 
BAX Hs99999001_m1 BCL2-associated X protein FAM 85 
BCR-ABL1 Hs03024541_ft BCR-ABL FAM 154 
MBD4 Hs00187498_m1 Methyl-CpG binding domain protein 4 FAM 55 
NTH1 Hs00959764_m1 Nth endonuclease III-like 1 FAM 62 









Tabela 5.2 - Condições do PCR em Tempo Real para quantificação relativa da expressão de genes. 
Ciclos Reacção T ºC tempo 
1 Activação da enzima Taq polimerase 50 2min 
1 Desnaturação 95 10min 
40 
Desnaturação 95 15seg 
Annealing e extensão 60 1min 
 
 A quantificação da expressão relativa foi feita pelo método de comparação dos CT’s 
utilizando a fórmula aritmética: 2-ΔΔCT. Em resumo, fez-se a normalização da média dos 
valores de CT do gene em estudo em função de um gene housekeeping (ΔCT). De seguida, fez-
se a normalização dos valores de ΔCT das amostras em estudo relativamente aos valores de 
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uma amostra calibradora de células K562 em P5 (ΔΔCT). Por fim, calculou-se o valor de 2-ΔΔ 
CT
 para cada amostra. 
 Para cada uma das amostras foram feitas 3 experiências independentes com três 
replicados em cada uma. Foi sempre feita a reacção de PCR para o controlo negativo e para o 
controlo sem enzima resultantes da reacção de síntese de cDNA. 
 
2.5. RT² Profiler™ PCR Array 
 Caracterizou-se o perfil de expressão de diferentes genes com a placa Human DNA 
Damage Signaling RT² Profiler™ PCR Array (Qiagen) (a lista dos genes encontra-se no 
Anexo III).  Esta tecnologia tem por base uma reacção de PCR em Tempo Real e permite 
estudar a expressão de 84 genes de interesse, 5 genes housekeeping e de 7 genes controlo para 
verificar a qualidade da reacção de síntese de cDNA e de PCR em Tempo Real. O protocolo 
foi seguido de acordo com as recomendações do fabricante.  
A síntese de cDNA foi feita com 1,5μg de RNA, num volume reaccional de 20μl, com 
o RT² First-Stand cDNA  Synthesis Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante. 
Após a reacção de síntese adicionou-se 91μl de água ao volume final.  
Preparou-se a mix para adicionar à placa RT² Profiler™ PCR Array com os reagentes 
discriminados na tabela 6.1. 
  
 
Tabela 6.1 – Reagentes da reacção de PCR em Tempo Real com a placa Human DNA Damage Signaling RT² 
Profiler™ PCR Array.  
 
Reagente Volume (μl) 
2x SABiosciences RT2 qPCR Master Mix 1275 
cDNA diluído 102 
H2O 1173 
Volume total 2550 
 
Adicionou-se 25μl da mix a cada poço da placa e colocou-se a mesma no ABI PRISM 






Tabela 6.2 - Condições de tempo e temperatura utilizadas na reacção de PCR em Tempo Real. 
 
Ciclos Reacção T (ºC) tempo 
1 Desnaturação 95 10min 
40 
Desnaturação 95 15 seg 
Annealing e extensão 60 1min 
 
Por fim, os resultados obtidos foram analisados no software RT² PCR Data Analysis, 
disponibilizado online pela Qiagen. A significância estatística é calculada automaticamente 
pelo software com o teste t de Student. Para efeitos de análise estatística considerou-se como 
amostra controlo, a linha K562-WT e como amostra de teste, a linha K562-R. 
 
2.6. Western Blot 
2.6.1. Electroforese SDS-Page 
Após a adição do Sample Loading Buffer (Anexo II) as proteínas foram desnaturadas 
durante 5 minutos a 95ºC. A quantidade de proteína por poço variou entre 30μg e 80μg 
consoante a proteína alvo. Para a electroforese foram utilizados géis de acrilamida pre-cast 
(Mini-Protean TGX Precast gels, Bio-Rad) com gradiente de concentração de 4-15% ou de 4-
20%, consoante o mais adequado para a proteína em estudo. A electroforese foi efectuada a 
200 volts com a solução tampão de electroforese 1x (Anexo II), durante o tempo necessário à 
separação das proteínas (20 a 40 minutos). 
 
2.6.2. Transferência 
Após a electroforese as proteínas foram transferidas do gel de acrilamida para uma 
membrana de PVDF (Millipore), previamente activada com metanol. A transferência foi feita 
durante 1 hora a 100 volts com a solução tampão de transferência 1x (Anexo II). 
 
2.6.3. Imunodetecção de Proteínas. 
A imunodetecção das proteínas foi feita com o kit WesternDot™ 625 Goat Anti-Mouse 
Western Blot da Invitrogen (quando o anticorpo primário a detectar era de ratinho) ou com o 
kit WesternDot™ 625 Goat Anti-Rabbit Western Blot da Invitrogen (quando o anticorpo 
primário era de coelho). Com excepção dos anticorpos primários todos os reagentes utilizados 
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neste passo são disponibilizados no kit. As lavagens foram feitas à temperatura ambiente, com 
agitação orbital, durante 5 minutos com a solução tampão de lavagem. 
Imediatamente após a transferência a membrana de PVDF foi incubada com o agente 
bloqueador (adicionou-se 5% de Amersham ECL Blocking Agent da GE Healthcare quando o 
anticorpo primário era policlonal). De seguida, incubou-se com o anticorpo primário (Tabela 
7). Lavou-se 3 vezes com a solução tampão de lavagem. Fez-se a incubação com o anticorpo 
secundário acoplado a biotina numa diluição de 1:2000. Lavou-se 3 vezes. Incubou-se com 
estreptavidina, numa diluição de 1:2000, que se encontra acoplada com um Q-Dot que emite 
fluorescência na presença de luz ultra violeta (UV). As membranas de PVDF foram irradiadas 
com radiação UV no transiluminador Fluo.Link da Vilber Lourmat, e fotografadas com a 
máquina fotográfica Fujifilm 55000 usando um filtro de UV Jessop de 55 milímetros. 
 
 
Tabela 7 - Lista dos anticorpos primários, e das suas características essenciais, utilizados na técnica Western 




















Anticorpo Primário Peso molecular (kDa) Diluição Origem Fabricante 
p-Crkl 













1:250 Ratinho monoclonal 
Santa Cruz 
Biotechnology® 210 (Bcr-Abl) 
c-Myc (9E10): 








1:1000 Coelho Policlonal 
Santa Cruz 
Biotechnology® ~85 (Clivada) 
SURVIVIN (D8): 
































2.7. Teste de viabilidade celular – MTS assay 
 A viabilidade celular foi determinada com o CellTiter96®AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay da Promega de acordo com o protocolo para micro-placas. 
Resumidamente, colocou-se 1x104 células em 95μl de meio por poço. De seguida, 
incubou-se cada poço com 5μl das respectivas concentrações dos químicos a testar, durante 48 
horas, a 37ºC, numa atmosfera húmida e com 5% de CO2. Para cada placa foi feito um 
controlo negativo e um controlo com a concentração do solvente DMSO.  
No fim da incubação, aos 100μl de suspensão de células, adicionou-se 20μl de 
CellTiter96®AQueous One Solution Cell Proliferation Assay e fez-se uma nova incubação 
durante 3 horas, nas condições anteriores. A absorvância foi lida a 490nm no leitor de micro-
placas de 96 poços ZENYTH 3100 da Anthos. Os valores de absorvância obtidos são 
directamente proporcionais ao número de células viáveis. Esta experiência foi repetida três 
vezes e de forma independente para cada amostra. 
 
 2.8. Quantificação da Morte Celular 
 A quantificação da percentagem de células em apoptose ou em necrose em cada uma 
das linhas celulares foi quantificada pela marcação simultânea com Anexina-FITC e Iodeto de 
Propídio (IP).  
Após a contagem transferiu-se 1x106 células para um novo tubo e lavou-se duas vezes 
com PBS a 4ºC. Ressuspendeu-se o pellet em 1ml de solução tampão de ligação 1x (Anexo 
II). De seguida transferiu-se 200μl de cada uma das suspensões para novos tubos, aos quais se 
adicionou 10μl de Anexina V FITC (BD Pharmingen) e 4μl de IP de uma solução stock de 
250μg/ml (Millipore). Após uma incubação de 15 minutos, no escuro e à temperatura 
ambiente, adicionou-se mais 200μl de solução tampão de ligação 1x. Fez-se uma nova 
incubação nas condições anteriores, agora durante 45 minutos. Por fim, as amostras foram 
lidas no citómetro de fluxo BD FACSCalibur (BD Biosciences) utilizando um laser de Árgon 
15mW 488nm, com um filtro de emissão de 530/30nm (FL1) para a Anexina V-FITC e de 
585/42nm (FL2) para o IP. A aquisição dos resultados foi feita com o software CellQuest e a 





2.9. Análise do Conteúdo de DNA  
 A análise do conteúdo de DNA foi efectuado com recurso ao citómetro de fluxo após 
marcação com IP. Após a contagem de células transferiu-se o volume equivalente a 1x107 
células para um novo tubo e lavou-se duas vezes com PBS a 4ºC. A fixação e permeabilização 
das células foi feita com etanol a 70% (v/v) em PBS a 4ºC, seguida de uma incubação de 1 
hora à mesma temperatura. As células foram centrifugadas e adicionou-se a solução de IP ao 
pellet (Anexo II). Após a incubação fez-se a aquisição dos valores de fluorescência com o 
citómetro de fluxo BD FACSCalibur. Foram adquiridos cerca de 20000 eventos por amostra. 
Utilizou-se um laser de Árgon 15mW 488nm com um filtro de emissão de 585/42nm (FL2). 
A aquisição e análise dos resultados foram feitas com o programa ModFit. Para cada amostra 
foram feitas 6 experiências independentes. 
 
2.10. Determinação da produção endógena de espécies reactivas de oxigénio  
 A produção endógena de espécies reactivas de oxigénio nas células K562-WT e K562-
R foi determinada com o diacetato de diclorodihidrofluoresceína (DCFH2-DA) da Molecular 
Probes.  
 Inicialmente as células foram lavadas 2 vezes e ressuspendidas em PBS aquecido a 
37ºC ao qual se adicionou-se DCFH2-DA numa concentração final de 10μM. As células 
foram incubadas durante 15 minutos, a 37ºC, no escuro. Fez-se uma nova lavagem e o pellet 
foi ressuspendido novamente em PBS a 37ºC e incubado a esta temperatura durante 35 
minutos. A aquisição dos valores de fluorescência foi feita com o citómetro de fluxo BD 
FACSCalibur usando um laser de Árgon 15mW 488nm e um filtro de emissão de 530/30nm 
(FL1). Foram adquiridos cerca de 20000 eventos utilizando o software CellQuest. Os 
resultados foram posteriormente analisados com o software WinMDI. A fluorescência emitida 
pela molécula DCF é um indicador da quantidade de espécies reactivas de oxigénio 
intracelular. Neste ensaio foram feitas 4 experiências independentes para cada amostra. 
 
 2.11. Análise estatística 
 A análise estatística dos resultados obtidos nos ensaios de expressão de genes, 
conteúdo de DNA e ROS foi efectuada recorrendo ao teste t de Student, comparando médias 
dos valores da linha K562-R e da linha K562-WT e assumindo uma  distribuição Normal.  
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Nos ensaios de viabilidade celular (MTS) os valores foram tratados recorrendo a um 
modelo de fit não linear (Graphpad), calculando para cada linha celular o IC50 dos químicos 
utilizados e o p value pelo teste de F. Além disso foi aplicado o teste t de Student para 
comparar o valor médio da percentagem de sobrevivência de cada linha perante cada uma das 






















































Com o objectivo de estudar potenciais mecanismos de resistência ao IM foi utilizada 
uma abordagem comparativa entre as células K562-WT e K562-R. Pretendeu-se, assim, 
encontrar diferenças entre as duas linhas que fossem indicativas dos potenciais mecanismos 
de resistência nas células  K562-R. Os mecanismos sugeridos pelas diferenças entre as duas 
linhas foram posteriormente, quando possível, testados em amostras de doentes sensíveis e 
resistentes ao tratamento com IM. 
Excepto quando mencionado, as células K562-R foram testadas após exposição 
crónica a 5μM de IM, uma vez que é neste contexto que surge a aquisição de resistência em 
doentes submetidos à terapêutica com o fármaco. 
 
 
3.1- Resistência ao Imatinib 
 Para confirmar a aquisição de resistência ao IM nas células K562-R e aferir o nível de 
sensibilidade das células K562-WT ao fármaco foram estudadas as respostas das duas linhas 
celulares a diferentes concentrações de IM.  
Os resultados mostram que baixas concentrações de IM levam à morte das células 
K562-WT (IC50=0,59μM), enquanto que a linha K562-R é resistente a concentrações até 
10μM do fármaco (Figura 11). Na tabela 8 encontra-se o valor médio e respectivo desvio 
padrão da percentagem de sobrevivência das células K562-WT e K562-R a cada concentração 
de IM. A diferença entre a resposta de cada linha celular é estatisticamente significativa para 
todas as concentrações testadas. Curiosamente, apesar das células K562-R terem sido 
estabelecidas com uma concentração máxima em cultura de 5μM de IM, mantêm a resistência 
a concentrações até duas vezes superiores do fármaco (7,5μM e 10μM). Estes resultados 




















































Figura 11 - Percentagem de sobrevivência das células K562-WT e K562-R após a incubação durante 48 horas 
com diferentes concentrações de IM. As curvas de resposta das duas linhas celulares são estatisticamente 




Tabela 8 - Média, desvio padrão e significância estatística da percentagem de sobrevivência das células K562-













Após confirmação da aquisição de resistência na linha K562-R estudou-se a hipótese 
de algum dos mecanismos já descritos na literatura estarem presentes nesta linha celular. 
Concentração de 
IM (μM) 
K562-WT         
(Média ± DP) 
K562-R        
(Média ± DP) 
P value             
(teste t de Student) 
0 100 ± 0 100 ± 0 - 
0,1 81,24 ± 5,81 99,24 ± 4,22 < 0,05 
0,25 71,64 ± 0,89 97,03 ± 10,60 < 0,05 
1 21,58 ± 1,61 91,81 ± 4,52 < 0,0005 
2,5 20,55 ± 0,22 86,01 ± 10,47 < 0,005 
5 20,56 ± 1,27 85,66 ± 11,14 < 0,005 
7,5 15,39 ± 5,54 79,62 ± 12,51 < 0,01 
10 18,47 ± 1,15 84,79 ± 15,21 < 0,0005 
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3.2.  Avaliação dos mecanismos de resistência ao IM descritos  
3.2.1. BCR-ABL 
3.2.1.1. Sequenciação do domínio tirosina quinase do gene BCR-ABL 
 A pesquisa de mutações pontuais após a sequenciação do domínio tirosina quinase do 
gene BCR-ABL mostrou não existir qualquer mutação neste domínio nas células K562-R. 
 
3.2.1.2. Expressão de transcritos do gene BCR-ABL  
Os resultados obtidos por PCR em Tempo Real mostraram uma expressão duas vezes 
superior do gene BCR-ABL nas células K562-R comparadas com as células K562-WT 












Figura 12 – Valores da quantificação relativa de mRNA do gene BCR-ABL nas células K562-WT (0,7±0,05) e 
K562-R (1,4±0,16) . * P<0,005, teste t de Student comparando K562-R com K562-WT. 
 
 
3.2.1.3. Expressão de proteína BCR-ABL 
Para confirmar que a sobre-expressão de transcritos do BCR-ABL se traduzia numa 






























proteicos das duas linhas celulares.  Observou-se que a quantidade de proteína BCR-ABL nas 
células K562-WT e K562-R é semelhante (Figura 13 – linha 1 e 3).  
Para estudar o efeito do IM na expressão da proteína as células K562-WT foram 
incubadas com 1μM do fármaco e as células K562-R cultivadas na ausência do mesmo. A 
incubação das células parentais com IM levou a que não fosse possível observar BCR-ABL 
nesta amostra (Figura 13 – linha 2) enquanto que nas células K562-R cultivadas na ausência 








Figura 13 – Análise por Western Blot da proteína BCR-ABL em 80μg de lisados totais das células K562-WT  
(1) e K562-R (3). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 1μM de IM 
durante 48 horas (2). O efeito da ausência de IM na cultura de células K562-R foi estudado ao retirar o fármaco 
por um período 48h (4). A marcação da β-ACTINA foi utilizada como controlo da quantidade de proteína. 
 
 
3.2.1.4. Actividade da proteína BCR-ABL 
 O estudo da actividade da proteína BCR-ABL em ambas as linhas celulares foi feito 
indirectamente pela análise da fosforilação da proteína CRKL, um substrato da tirosina 
quinase.  
Observou-se que as células K562-R, expostas de forma crónica à presença de IM, 
possuíam uma quantidade acentuadamente mais baixa da proteína CRKL fosforilada quando 
comparadas com as células da linha parental (Figura 14 – linha 4 e 1, respectivamente).  
Colocou-se a hipótese de que a diminuição de p-CRKL observada na linha resistente 
seria resultado do efeito inibitório do IM presente no meio de cultura destas células. Assim, as 
células K562-R foram incubadas na ausência do fármaco durante 6 e 48 horas. Os resultados 
corroboram a hipótese anteriormente colocada, uma vez que na ausência de IM se observou 
um aumento acentuado da quantidade de proteína p-CRKL (Figura 14 – linhas 5 e 6, 
respectivamente). Tal como previamente descrito, a incubação das células parentais com IM 
resultou na diminuição de p-CRKL em consequência da inibição da actividade da BCR-ABL 













Figura 14 – Análise por Western Blot da proteína CRKL fosforilada em 30μg de lisados totais das células 
K562-WT  (1) e K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 
1μM de IM durante 6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da ausência de IM na cultura de células K562-R foi 
estudado ao retirar o fármaco por um período de 6h (5) e 48h (6). A marcação da proteína β-ACTINA foi 





 O conjunto de resultados anteriores sugeriu estarmos perante um mecanismo de 
resistência independente da actividade de BCR-ABL. Para testar esta hipótese foram 
realizados ensaios celulares em que as duas linhas foram incubadas com inibidores de tirosina 
quinase de segunda geração, o Nilotinib e o Dasatinib. Durante o período de incubação com 
Nilotinib ou com Dasatinib foi retirado o IM às células K562-R, a fim de evitar a competição 
para os locais de ligação ao domínio catalítico da proteína.  
A incubação com baixas concentrações quer de Nilotinib (Figura 15A) quer de 
Dasatinib (Figura 15B) resultou numa diminuição acentuada da sobrevivência das células 
K562-WT (IC50=0,41μM e IC50=2nM, respectivamente). Pelo contrário, observou-se 
resistência aos dois fármacos nas células K562-R sem IM, onde a percentagem de 
sobrevivência não desceu além dos 70%, mesmo perante concentrações já consideradas 
tóxicas para as células. 
A comparação dos valores de sobrevivência de cada linha, para cada concentração dos 
fármacos, é na grande maioria dos casos, estatisticamente significativa (Tabela 9 – Nilotinib; 


























Figura 15- A: Percentagem de sobrevivência celular perante diferentes concentrações de Nilotinib nas células 
K562-R e K562-R 48h sem IM. As curvas de resposta das duas linhas celulares são estatisticamente diferentes 
(P<0,0001,Teste F). B: Percentagem de sobrevivência celular perante diferentes concentrações de Dasatinib nas 
células K562-R e K562-R 48h sem IM. As diferenças entre as duas curvas de resposta são estatisticamente 





Tabela 9- Média e desvio padrão da percentagem de sobrevivência das células K562-WT e K562-R sem IM 
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Concentração Dasatinib(nM)




K562-WT      
(Média ± DP) 
K562-R sem IM  
(Média ± DP) 
P value              
(teste t de Student) 
0 100 100 - 
0,1 87,94 ± 8,1 102,55 ± 6,5 > 0,05 
0,25 64,26 ± 8,9 90,50 ± 13,1 > 0,05 
0,5 28,49 ± 5,6 77,16 ± 3,9 < 0,01 
1 20,21 ± 4,9 76,03 ± 1,7 < 0,0005 
2,5 17,92 ± 2,7 70,04 ± 1,9 < 0,0001 
























Tabela 10- Média e desvio padrão da percentagem de sobrevivência das células K562-WT e K562-R sem IM 









3.2.2. Expressão de LYN quinase 
 Os resultados anteriores confirmam a existência de um mecanismo de resistência ao 
IM independente do BCR-ABL nas células K562-R. Uma vez que a sobre-expressão de LYN 
quinase em células resistentes ao IM é um dos mecanismos de resistência independente de 
BCR-ABL mais descrito, fomos avaliar a sua expressão nas duas linhas.  
  O estudo por Western Blot desta proteína mostrou que as células K562-R expressam 
mais LYN quinase que o controlo (Figura 16 – linha 4 e 1, respectivamente). 
Similarmente ao observado com a proteína BCR-ABL, a incubação das células K562-
WT com 1μM de IM durante 48 horas leva à diminuição da proteína LYN (Figura 16 – linha 
3). No entanto, ao contrário do descrito em trabalhos anteriores (Donato et al., 2003), no 
nosso modelo a remoção do IM do meio de cultura das células K562-R resulta também na 








Figura 16 – Análise por Western Blot da proteína LYN em 80μg de lisados totais das células K562-WT  (1) e 
K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 1μM de IM durante 
6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da ausência de IM na cultura de células K562-R foi estudado ao retirar o 
fármaco por um período de 6h (5) e 48h (6). A marcação da β-ACTINA foi utilizada como controlo da 








K562-WT         
(Média ± DP) 
K562-R sem IM   
(Média ± DP) 
P value             
(teste t de Student) 
0 100 100 - 
0,5 75,77 ± 4,3 97,48 ± 4,2 < 0,05 
1 70,22 ± 6,7 90,74 ± 1,6 < 0,05 
2,5 36,59 ± 0,6 88,57 ± 4,2 < 0,005 
5 31,20 ± 7,2 79,81 ± 1,2 < 0,01 
10 21,52 ± 6 78,16 ± 4,8 < 0,01 
25 21,47 ± 6,7 72,24 ± 1 < 0,001 




Para testar se o aumento de LYN quinase é determinante para a sobrevivência das 
células K562-R na presença de IM, as células foram incubadas com diferentes concentrações 
do inibidor de SRC quinases SU6656 (Figura 17). Apesar do IC50  do SU6656 para a  LYN 
quinase ser 170nM, concentrações até 800nM do inibidor não alteraram a sobrevivência das 
células de ambas as linhas celulares.  
As células K562-R sem IM foram também estudadas para avaliar se a diminuição da 
quantidade de LYN quinase observada por Western Blot teria efeito ao nível da 
sobrevivência. Apesar das diferenças acentuadas na quantidade de proteína LYN entre estas 
células e as K562-R na presença de IM, a percentagem de sobrevivência entre as duas 
amostras foi muito semelhante (Figura 17). 
Na tabela 11, encontram-se os valores médios e desvio padrão da percentagem de 
sobrevivência das células K562-WT e K562-R para cada concentração de SU6656. Salvo para 
uma concentração não se observam diferenças estatisticamente significativas. O mesmo 




















Figura 17- Percentagem de sobrevivência das células K562-WT, K562-R e K562-R sem IM após 48 horas de 


























Tabela 11- Média e desvio padrão da percentagem de sobrevivência das células K562-WT e K562-R perante 














Tabela 12- Média e desvio padrão da percentagem de sobrevivência das células K562-R e K562-R sem IM 
















K562-WT       
(Média ± DP) 
K562-R        
(Média ± DP) 
P value             
(teste t de Student) 
0 100,00   100,00 - 
25 99,08 ± 7 90,12 ± 6,5 > 0,05 
50 111,90 ± 4,1 94,28 ± 4,3 > 0,05 
100 112,45 ± 3,6 94,09 ± 2,5 < 0,05 
175 117,17 ± 3,4 99,36 ± 7 > 0,05 
250 114,74 ± 5,9 98,02 ± 8,8 > 0,05 
500 115,29 ± 7,1 99,95 ± 9,6 > 0,05 
750 108,98 ± 6,2 90,94 ± 17,7 > 0,05 
Concentração de 
SU6656 (nM) 
K562-R         
(Média ± DP) 
K562-R         
48h sem IM      
(Média ± DP) 
P value             
(teste t de Student) 
0 100 100 - 
25 90,12 ± 6,5 97,39 ± 0,2 > 0,05 
50 94,28 ± 4,3 100,18 ± 1,4 > 0,05 
100 94,09 ± 2,5 98,88 ± 2,1 > 0,05 
175 99,36 ± 7 101,36 ± 0,2 > 0,05 
250 98,02 ± 8,8 103,22 ±  5,9 > 0,05 
500 99,95 ± 9,6 107,02 ± 14,6 > 0,05 
750 90,94 ± 17,7 94,76 ± 10,8 > 0,05 
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3.3. Análise de parâmetros de sobrevivência celular  
3.3.1. Quantificação da morte basal  
A percentagem basal de morte, por apoptose e por necrose, de cada uma das linhas 
celulares em estudo foi quantificada por citometria de fluxo pela marcação com Anexina V 
FITC e IP. A figura 18 é representativa  de três experiências independentes. Nas células 
K562-R o índice de morte, somando células apoptóticas e necróticas, é aproximadamente 












Figura 18 - Marcação das células K562-WT e K562-R com Anexina V-FITC e Iodeto de Propídio.  
A+/IP+-Células em apoptose tardia marcadas com Anexina V-FITC e Iodeto de Propídio; A-/IP+-Células 
necróticas sem marcação com Anexina V-FITC e com marcação de Iodeto de Propídio; A-/IP-- Células viáveis 
sem marcação com Anexina V-FITC nem Iodeto de Propídio; A+/IP-- Células numa fase inicial da apoptose 
marcadas com Anexina V-FITC e sem marcação com Iodeto de Propídio. 
 
Para estudar o efeito apoptótico associado à  adição ou remoção de IM nas duas linhas 
celulares foi feita a análise por Western Blot da forma intacta e clivada da proteína PARP1 
(Figura 19).  
Observou-se um ténue aumento da quantidade de proteína PARP1 clivada nas células 
K562-R comparativamente com o controlo (Figura 19 – linhas 4 e 1, respectivamente) o que 
corrobora os resultados obtidos por citometria. A incubação das células parentais com IM 
induz apoptose, o que se traduz no acentuado aumento de proteína PARP clivada (Figura 19 – 
linha 3). Na linha K562-R sem IM houve um ligeiro decréscimo de proteína PARP clivada em 














Anexina V-FITC Anexina V-FITC 
A- /IP+  = 8,5% A+ /IP+  = 23,7% 











A- /IP+  = 4,7% A+ /IP+  = 23,2% 








Figura 19 – Análise por Western Blot da proteína PARP intacta e clivada em 80μg de lisados totais das células 
K562-WT  (1) e K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 
1μM de IM durante 6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da ausência de IM na cultura de células K562-R foi 
estudado ao retirar o fármaco por um período de 6h (5) e 48h (6). A marcação da proteína β-ACTINA foi 
utilizada como controlo. 
 
 
3.3.2. Expressão de genes e proteínas envolvidos na apoptose  
Dado que a incubação das células K562-WT com IM resulta em elevados níveis de 
apoptose, e que o mesmo não acontece nas células K562-R expostas de forma crónica ao 
fármaco, colocou-se a hipótese de existirem alterações na sinalização anti- e pró-apoptótica 
destas células que fossem responsáveis pela resistência ao IM. 
   
O estudo da expressão do gene anti-apoptótico BCL2 mostrou que a expressão de 
transcritos deste gene é aproximadamente 4,5 vezes inferior nas células K562-R 
comparativamente com a linha parental (P<0,0001) (Figura 20).  
Com o objectivo de avaliar se a diminuição da expressão deste gene nas células 
resistentes era consequência da inibição da actividade quinase da proteína BCR-ABL, as 
células K562-WT foram incubadas com IM e as células resistentes privadas do contacto com 
o fármaco. Nas células K562-WT incubadas com 1μM de IM observou-se uma diminuição da 
expressão do gene de 2,3 vezes (P<0,0001). Por outro lado, quando o IM é removido do meio 
de cultura das células K562-R durante 6 e 48 horas, observa-se um aumento de expressão de 
2,7 vezes (P<0,05) e 1,7 vezes (P<0,05), respectivamente, quando se compara com as células 













Figura 20 – Valores da quantificação relativa da expressão de mRNA do gene BCL2  nas células K562-WT 
(0,27±0,01), K562-WT incubadas 6 horas com 1µM de IM (0,12±0,01),  K562-R (0,06±0,01), K562-R 
incubadas na ausência de IM durante um período de 6 horas (0,16±0,03) e 48 horas (0,10±0,01).                          
* P<0,0001, teste t de Student comparando K562-WT 6h e K562-R com K562-WT. § P<0,05, teste t de Student 
comparando K562-R 6h e K562-R 48h com K562-R. 
 
 
O estudo da proteína BCL2 por Western Blot mostrou que as tendências observadas 
com as quantidades de mRNA eram na maioria dos casos semelhantes para as quantidades de 
proteína. Tal como os resultados anteriores sugeriram, as células K562-R possuem 
quantidades inferiores de proteína BCL2 comparativamente às células K562-WT (Figura 23A 
– linha 3 e 1, respectivamente). A remoção do IM do meio de cultura das células K562-R 
resulta no aumento da quantidade de proteína BCL2 quer ao fim de 6 horas, onde esta 
diferença é mais intensa (Figura 23A – linha 5), quer ao fim de 48 horas (Figura 23A – linha 
6). No entanto, ao contrário do indicado pelos níveis de mRNA, observou-se que as células 
K562-WT com 1µM de IM possuem maior quantidade de proteína BCL2 do que o controlo 
K562-WT (Figura 23A – linha 1 e 3, respectivamente).  
 
No que diz respeito ao gene anti-apoptótico BCL-XL, comparativamente com as 
células parentais, a expressão deste gene foi aproximadamente 2 vezes inferior na linha K562-



































A incubação das células K562-WT com IM resultou numa diminuição da expressão de 
BCL-XL de cerca de 5 vezes (P<0,0001) enquanto que, ao remover o IM do meio de cultura 
das células K562-R, o resultado foi um aumento de expressão do gene BCL-XL de 
aproximadamente 2 vezes (P<0,001) para valores de expressão idênticos aos das células 
parentais.  
A quantidade de proteína BCL-XL detectada nas amostras em estudo é, em parte, 
concordante com os resultados da expressão do gene. Os níveis de proteína BCL-XL são 
acentuadamente mais baixos nas células K562-R do que nas células K562-WT (Figura 23B – 
linha 3 e 1, respectivamente). Nas células resistentes ao IM cultivadas durante 6 horas na 
ausência do fármaco não é possível observar alterações na quantidade de proteína (Figura 23B 
– linha 5), no entanto, tal como acontece ao nível do mRNA, ao fim de 48 horas de incubação 
a quantidade de proteína BCL-XL aumenta comparativamente com as células resistentes 
expostas de forma crónica ao IM (Figura 23B – linha 6). 
 
Figura 21 – Valores da quantificação relativa da expressão de mRNA do gene BCL-XL nas células K562-WT 
(0,94±0,03), K562-WT incubadas 6 horas com 1µM de IM (0,18±0,02), K562-R (0,47±0,01), K562-R incubadas 
na ausência de IM durante um período de 6 horas (0,92±0,03) e 48 horas (0,88±0,1). * P<0,0001, teste t de 
Student comparando K562-WT 6h e K562-R com K562-WT. § P<0,005, teste t de Student comparando K562-R 
6h e K562-R 48h com K562-R. 
 
Após a caracterização do perfil de expressão dos genes anti-apoptóticos BCL2 e BCL-
XL procedeu-se à quantificação relativa da expressão do gene pró-apoptótico BAX (Figura 
22). A expressão deste gene não apresenta variações maiores ou iguais a duas vezes entre as 
















































Figura 22 – Valores da quantificação relativa da expressão de mRNA do gene BAX nas células K562-WT 
(1±0,08), K562-WT incubadas 6 horas com 1µM de IM (0,79±0,09),  K562-R (0,81±0,04), K562-R incubadas 
na ausência de IM durante um período de 6 horas (0,59±0,04) e 48 horas (0,77±0,06). 
 
 
Independentemente da presença ou não de IM no meio de cultura das células K562-R, 
a quantidade de proteína BAX é acentuadamente maior nestas células do que nas células 
K562-WT (Figura 23C). Este resultado não reflecte o que acontece ao nível do mRNA onde 










Figura 23 – Análise por Western Blot das proteínas BCL2 (A), BCL-XL (B) e BAX (C) em 80μg de lisados 
totais das células K562-WT (1) e K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas 
células com 1μM de IM durante 6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da ausência de IM na cultura de células 
K562-R foi estudado ao retirar o fármaco por um período de 6h (5) e 48h (6). A marcação da proteína β-
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O estudo da regulação do mecanismo apoptótico nas células K562-R foi 
complementado com a avaliação da expressão de outros genes envolvidos na sinalização 
apoptótica (Figura 24). Apesar de vários dos 13 genes estudados apresentarem diferenças de 
expressão estatisticamente significativas entre a linha K562-WT e K562-R, apenas os genes 
com diferenças de expressão iguais ou superiores a duas vezes foram considerados relevantes 
neste trabalho. Assim, perante esta condição, nenhum dos genes estudados apresenta 














Figura 24 – Diferenças de expressão de mRNA nas células K562-R relativamente às K562-WT em diferentes 
genes envolvidos na morte celular por apoptose.  
 
 
A expressão da proteína SURVIVINA da família das IAP’s (Inhibitor of Apoptosis), 
cuja função é inibir a activação das CASPASES funcionando assim como um regulador 
negativo da apoptose, foi estudada por Western Blot. Os resultados apresentados na figura 25 
mostram uma quantidade elevada de proteína SURVIVINA nas células resistentes ao IM 
comparativamente com as quantidades observadas nas células parentais. O condicionamento 
das linhas celulares com IM não altera a quantidade desta proteína o que sugere que a 












































Figura 25 – Análise por Western Blot da proteína SURVIVINA em 80μg de lisados totais das células K562-WT  
(1) e K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 1μM de IM 
durante 6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da ausência de IM na cultura de células K562-R foi estudado ao 




3.3.3. Estudo da expressão dos genes BCL2 e BCL-XL em doentes  
 O envolvimento de proteínas anti-apoptóticas  nos mecanismos de resistência a fármacos 
já foi descrito na literatura. Dado que os resultados obtidos in vitro com os modelos de 
células leucémicas sensíveis e resistentes ao IM indicaram diferenças significativas na 
expressão dos genes BCL2 e BCL-XL, a expressão destes genes foi quantificada em amostras  
de doentes sensíveis ao fármaco e resistentes sem mutação no domínio tirosina quinase do 
gene BCR-ABL. 
Os resultados da quantificação da expressão do gene BCL2 em doentes estão 
representados na figura 26 onde a linha horizontal indica o valor da mediana e os pontos a 
distribuição dos valores individuais de expressão de cada doente. Apesar de, como indicaram 
os resultados in vitro, o valor da mediana ser mais elevado nos DS ao fármaco (mediana=6,2) 
do que nos DR (mediana=4,2), as diferenças entre os dois grupos não são estatisticamente 
significativas. O padrão de distribuição dos valores individuais dos doentes mostra que dentro 
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Figura 26- Quantificação da expressão relativa do gene pró-apoptótico BCL2 num grupo de doentes sensível ao 
tratamento com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutação no domínio tirosina quinase 
do gene BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressão em cada grupo de doentes (linha) e a 
distribuição dos valores individuais de expressão de cada doente (pontos). 
 
 
A quantificação da expressão do gene BCL-XL mostrou que o valor da mediana é 
também mais elevado no grupo de DS ao tratamento com IM (mediana=0,9) do que nos DR 
(0,8). No entanto, devido aos níveis de variação dentro de cada um dos grupos, as diferenças 












Figura 27- Quantificação da expressão relativa do gene pró-apoptótico BCL-XL num grupo de doentes sensível 
ao tratamento com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutação no domínio tirosina 
quinase do gene BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressão em cada grupo de doentes (linha) e a 
distribuição dos valores individuais de expressão de cada doente (pontos). 
 
 


























3.3.4. Análise do conteúdo de DNA 
Dado o ligeiro aumento do índice de morte basal nas células da linha K562-R, e pelo 
facto da monitorização da densidade celular nos frascos de cultura não indicar uma 
diminuição do número de células, levantou-se a hipótese das células resistentes terem uma 
taxa de proliferação aumentada, o que compensaria a morte observada. 
Inicialmente foi realizada a análise do conteúdo de DNA nas células K562-WT e 
K562-R por citometria de fluxo, após a marcação com IP. A figura 28 mostra dois 
histogramas representativos da distribuição de ambas as amostras de células pelas fases do 
ciclo celular. Nas células K562-R observa-se uma diminuição da percentagem de células nas 
fases G0-G1 e um aumento de células nas fases S e G2-M.  
O valor médio, desvio padrão e respectiva significância estatística da percentagem de 
células em cada fase do ciclo celular encontram-se indicados na tabela 13. Este resultado 
sugere que as células K562-R podem efectivamente possuir uma capacidade proliferativa 
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Figura 28 – Histogramas representativos da distribuição de células K562-WT e K562-R, pelas diferentes fases 
do ciclo celular. As análises foram repetidas em 6 experiências independentes e em cada experiência foram 





Tabela 13: Valor médio e respectivo desvio padrão da percentagem de células em cada uma das fases do ciclo 








3.3.5. Expressão de proteína MYC 
Sendo a sobre-expressão da proteína c-MYC um indicador da capacidade proliferativa 
das células, foi feita a análise da quantidade desta proteína por Western Blot. Não se 
observaram alterações na expressão da proteína MYC entre as linhas K562-WT e K562-R 
(Figura 29 – linhas 1 e 4). O condicionamento das células K562-WT e K562-R com IM, de 
acordo com o descrito anteriormente, também não afecta os níveis de expressão da proteína 








Figura 29 – Análise por Western Blot da proteína MYC em 30μg de lisados totais das células K562-WT (1) e 
K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 1μM de IM durante 
6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da ausência de IM na cultura de células K562-R foi estudado ao retirar o 
fármaco por um período de 6h (5) e 48h (6). A marcação da proteína β-ACTINA foi utilizada como controlo. 
 
  
3.3.6. Expressão de genes envolvidos na regulação do ciclo celular 
De modo a complementar o estudo da capacidade proliferativa das células resistentes 
foi quantificada a expressão de genes envolvidos na regulação do ciclo celular (Figura 30). 
Alguns dos genes discriminados já foram anteriormente referidos, uma vez que a sua função é 
transversal a mais do que uma das vias em estudo neste trabalho.  
 
Fases do 
Ciclo Celular K562-WT (%) K562-R (%) P 
G0/G1 47,89 ± 4,09 40,86 ± 3,00 < 0,01 
S 40,95 ± 5,52 44,78 ± 8,51 > 0,05 
G2/M 9,63 ± 1,86 14,37 ± 6.24 > 0,05 
MYC 
β-ACTINA 





Os genes CHEK2, MAP2K6, MAPK12, BTG2 e SESN1 encontram-se 
significativamente sobre-expressos nas células K562-R comparativamente com as células 
K562-WT. A expressão do gene CHEK2 nas células K562-R é 2,3 vezes superior (P<0,0005) 
à expressão nas células K562-WT. No gene MAP2K6 verifica-se um aumento de 9,22 vezes 
(P<0,05), no gene MAPK12 de 2,10 vezes (P<0,005), no gene BTG2 de 2,73 vezes (P<0,005) 
e no gene SESN1 de 4,15 vezes (P<0,005). Os genes GADD45G, DDIT3 e BCL2 estão sub-
expressos nas células K562-R. O gene GADD45G apresenta um decréscimo de expressão de 
4,58 vezes (P<0,005), o gene  DDIT3 de 2,22 vezes (P<0,005) e o gene BCL2, como referido 
anteriormente, tem a sua expressão reduzida 5,45 vezes (P<0,05) nas células K562-R. Todos 














Figura 30 – Diferenças na expressão de mRNA nas células K562-R relativamente às K562-WT em diversos 




A análise do gráfico anterior mostra que parte dos genes com valores de expressão 
significativamente diferentes nas células K562-R se encontram envolvidos na via das MAP 
quinases, mais propriamente na via de transdução de sinal p38. As proteínas desta via 
funcionam como um ponto de integração de múltiplos sinais e estão envolvidas numa ampla 
































































































































Assim, colocou-se a hipótese de nas células K562-R a activação da via p38 estar 
envolvida no mecanismo de aquisição de resistência ao IM. 
 Para testar esta hipótese as células K562-WT e K562-R foram incubadas com 
diferentes concentrações do inibidor da via p38 SB202190 (Figura 31). Apesar do IC50 para a 
proteína p38 ser 30nM observou-se que concentrações até 500nM não afectam a 
sobrevivência das células K562-R, onde a percentagem de células viáveis expostas ao inibidor 
aumenta comparativamente com o controlo. A incubação das células K562-WT com o 
inibidor resulta numa ligeira diminuição da sobrevivência. 
 O valor médio e respectivo desvio padrão da percentagem de células sobreviventes em 
resposta à incubação com diferentes concentrações de SB202190 encontra-se na tabela 14. A 
análise estatística dos resultados mostra que, na maior parte dos casos, as diferenças na 

















Figura 31- Percentagem de sobrevivência das células K562-WT e K562-R após 48 horas de incubação com 



























Tabela 14- Média e desvio padrão da percentagem de sobrevivência das células K562-WT e K562-R perante 










3.3.7. Estudo da expressão dos genes MAP2K6, GADD45G e DDIT3 em doentes 
 Com base nas diferenças observadas in vitro com os modelos de células leucémicas 
sensíveis e resistentes ao IM foi quantificada a expressão dos genes MAP2K6, GADD45G e 
DDIT3 em amostras  de doentes sensíveis ao fármaco e resistentes sem mutação no domínio 
tirosina quinase do gene BCR-ABL. 
O estudo da expressão do gene MAP2K6 por PCR em Tempo Real mostrou que existe 
uma grande variação nos valores individuais de expressão dentro de cada grupo de doentes 
estudado (Figura 32). Os valores da mediana nos DS (mediana=3920) e nos DR 










Figura 32- Quantificação da expressão relativa do gene MAP2K6 num grupo de doentes sensível ao tratamento 
com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutação no domínio tirosina quinase do gene 
BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressão em cada grupo de doentes (linha) e a distribuição dos 
valores individuais de expressão de cada doente (pontos). 
Concentração de 
SB202190 (nM) 
K562-WT      
(Média ± DP) 
K562-R        
(Média ± DP) 
P value               
(teste t de Student) 
0 100,00 100,00 - 
5 92,89 ± 1,64 119,35 ± 5,8 < 0,05 
10 99,48 ± 0,94 117,30 ± 2,8 < 0,05 
25 101,04 ± 4,91 116,64 ± 5,44 > 0,05 
50 97,90 ± 5,70 116,64 ± 2,22 < 0,05 
100 97,58 ± 7,17 107,92 ± 0,18 < 0,05 
250 93,37 ± 2,29 110,07 ± 2,12 < 0,05 
500 85,23 ± 3,52 102,09 ± 0,95 < 0,05 
























 Ao contrário do que indicaram os resultados in vitro verifica-se um ligeiro aumento da 
expressão do gene GADD45G nos DR ao IM comparativamente aos DS (Figura 33). Mais 
uma vez as diferenças de expressão deste gene nos dois grupos não são estatisticamente 










Figura 33- Quantificação da expressão relativa do gene GADD45G num grupo de doentes sensível ao 
tratamento com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutação no domínio tirosina quinase 
do gene BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressão em cada grupo de doentes (linha) e a 
distribuição dos valores individuais de expressão de cada doente (pontos). 
 
 A expressão de transcritos do gene DDIT3 é idêntica no grupo de DS (mediana=1,22) 








Figura 34- Quantificação da expressão relativa do gene DDIT3 num grupo de doentes sensível ao tratamento 
com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutação no domínio tirosina quinase do gene 
BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressão em cada grupo de doentes (linha) e a distribuição dos 
valores individuais de expressão de cada doente (pontos). 
 
















































3.4. Instabilidade genómica  
 A aquisição de mutações em genes críticos potencialmente envolvidos na progressão 
da LMC e na resistência ao IM foi associada ao aumento de instabilidade genómica nas 
células. Por este motivo, colocou-se a hipótese de haver um aumento da produção de ROS 
endógeno ou alterações nos mecanismos de reparação das células K562-R que possa ter 
resultado na aquisição de mutações e, consequentemente, na aquisição de resistência. 
 
3.4.1. ROS endógeno 
Resultados publicados indicam que células que expressam o gene BCR-ABL 
apresentam um aumento de produção de ROS. O aumento de stress oxidativo nas células 
pode levar à acumulação de mutações no DNA e consequentemente a um aumento da 
instabilidade genómica associada à progressão da doença e aquisição de resistência ao IM.  
Para avaliar se as células K562-R apresentam variações na produção de ROS, 
relativamente às células K562-WT, quantificou-se a produção endógena de ROS nas duas 
linhas celulares. Os resultados, apresentados em unidades relativas de fluorescência (u.r.f.), 
mostram que a produção endógena de espécies reactivas de oxigénio é mais elevada nas 
células K562-WT (384,9±35,78u.r.f.) do que nas células K562-R (287,8±23,94u.r.f.) (Figura 













Figura 35 – Quantificação relativa da produção de espécies reactivas de oxigénio nas células K562-WT e K562-

































3.4.2. Expressão de genes das vias de reparação de DNA 
Para estudar alterações nos mecanismos de reparação de DNA fez-se um screening 
inicial da expressão de genes envolvidos nas diferentes vias de reparação que pudesse indicar 
diferenças entre as duas linhas. Os resultados da expressão dos genes nas células K562-R, 
relativamente às células K562-WT, estão indicados na tabela 15.  
 Dos 10 genes envolvidos na via de reparação por excisão de bases (Base Excision 
Repair - BER), verificou-se que 2 apresentam um aumento de expressão nas células K562-R. 
O gene MBD4, que está sobre-expresso 2,18 vezes (P<0,005), e o gene NTHL1 que se 
encontra sobre-expresso 3,50 vezes (P<0,0001). Os outros genes não apresentam diferenças 
de expressão superiores ou inferiores a duas vezes. 
 O gene XRCC6, envolvido na reparação homóloga (Homologous Repair - HR) e não 
homóloga (Non-Homologous End Joining Repair - NHEJ) de quebras de dupla cadeia, tem a 
sua expressão aumentada 2,28 vezes nas células K562-R comparativamente com as células 
K562-WT (P<0,001). Nos outros genes em estudo envolvidos nestas duas vias de reparação 
não foram detectadas diferenças de expressão relevantes (Tabela 15). 
 Dos 13 genes estudados envolvidos na via de Reparação de Emparelhamentos 
Erróneos de Nucleótidos (Mismatch Repair - MMR), apenas um apresenta alterações de 
expressão nas células K562-R, o gene MLH3, que se encontra sub-expresso 2,05 vezes (P< 
0,001) nestas células. 
 Por fim, na via de Reparação por Excisão de Nucleótidos (Nucleotide Excision Repair 
- NER), identificou-se uma sobre-expressão de 2,26 vezes (P< 0,001) do gene DDB1 nas 
K562-R. Os outros genes não apresentam diferenças significativas de expressão entre as duas 












Tabela 15 – Valores de expressão de genes envolvidos em diferentes vias de reparação de DNA, nas células 
























Legenda: A expressão dos genes é marcada com um gradiente de cor vermelho (sub-expressão) a verde (sobre-
expressão) proporcional ao número de vezes que a expressão do gene varia nas células K562-R relativamente às 
células K562-WT. 1 - Indica genes cuja função se encontra também envolvida na via MMR; 2 – Indica genes cuja 
função se encontra também envolvida na via HR; 3 - Indica genes cuja função se encontra também envolvida na 
via NHEJ; 4 - Indica genes cuja função se encontra também envolvida na via NER. P = significância estatística, 









(R/ WT) P value 
HR 
XRCC6BP1 -1,9 0,0002 
CIB1 -1,85 0,0014 
RAD51L1 -1,54 0,0049 
DMC1 -1,4 0,1761 
XRCC2 -1,06 0,5893 
PRKDC3 -1,04 0,7772 
BRCA1 -1,03 0,8846 
FANCG -1,01 0,8519 
MRE11A 1,02 0,8567 
RAD50 1,24 0,1384 
ERCC14 1,24 0,1985 
RAD51 1,49 0,0063 
XRCC3 1,52 0,0256 
RAD21 1,56 0,0073 
NBN 1,91 0,0043 
XRCC63 2,38 0,0007 
NER 
ERCC2 -16,39 0,3583 
XPC -1,51 0,0168 
CCNH -1,41 0,0213 
XPA 1 0,9343 
RAD18 1,28 0,1068 
CDK7 1,3 0,0172 
LIG1 1,47 0,0081 







(R/ WT) P value 
   OGG1 -1,44 0,0528 
   MUTYH
1 -1,07 0,3841 
   MPG 1,06 0,5436 
   UNG 1,17 0,1063 
   XRCC1 1,21 0,0431 
BER 
APEX1 1,5 0,0056 
   PNKP 1,57 0,0083 
   FEN1
2 1,59 0,0136 
   MBD4 2,18 0,0031 
   NTHL1 3,5 0,00004 
MMR 
MLH3 -2,05 0,0007 
PMS2L3 -1,7 0,0007 
TREX1 -1,59 0,0016 
N4BP2 -1,33 0,0046 
ANKRD17 -1,08 0,5322 
MSH2 1,19 0,2805 
MSH3 1,22 0,0973 
EXO1 1,22 0,08 
PMS1 1,32 0,009 
PMS2 1,45 0,0052 
MLH1 1,46 0,0158 
ABL1 1,46 0,044 
TP73 1,54 0,1543 
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3.4.2.1. Expressão da proteína MBD4 
A análise dos resultados anteriores indicou um aumento significativo na expressão de 
dois genes envolvidos na via de reparação BER. Para determinar se os níveis de mRNA eram 
consistentes com os níveis de proteína foi feita a imunodetecção das proteínas NTHL1 e 
MBD4 por Western Blot. Não foi possível detectar a proteína NHTL1. O resultado para a 
proteína MBD4 mostra que existe consistentemente uma quantidade maior de MBD4 nas 
células resistentes ao IM quando comparando com as células K562-WT, independentemente 








Figura 36 – Análise por Western Blot da proteína MBD4 em 80μg de lisados totais das células K562-WT (1) e 
K562-R (4). O efeito do IM nas células K562-WT foi estudado incubando estas células com 1μM de IM durante 
6 horas (2) e 48 horas (3). O efeito da ausência de IM na cultura de células K562-R foi estudado ao retirar o 
fármaco por um período de 6h (5) e 48h (6). A marcação da proteína β-ACTINA foi utilizada como controlo. 
 
 
3.4.2.2. Sobrevivência na presença de H2O2 
 Para confirmar se o aumento de reparação por BER diminuía a sensibilidade das 
células resistentes ao stress oxidativo foi determinada a percentagem de sobrevivência das 
células K562-WT e K562-R sem IM, após a incubação com diferentes concentrações de H2O2. 
Observou-se que as células K562-WT têm maior sensibilidade à H2O2 (IC50=71,31µM) do que 
as células K562-R sem IM (IC50=215  µM) (P<0,0001) (Figura 37). Os valores médios e 
desvio padrão da percentagem de sobrevivência perante cada concentração de H2O2 



























Figura 37 - Percentagem de sobrevivência celular perante diferentes concentrações de H2O2 nas células K562-
WT e K562-R sem IM. As curvas de resposta das duas linhas celulares a diferentes concentrações de H2O2 são 
estatisticamente significativas. P<0,0001, teste F. 
 
 
Tabela 16- Média e desvio padrão da percentagem de sobrevivência das células K562-WT e K562-R sem IM 












3.4.3. Expressão dos genes NTHL1 e MBD4 em doentes 
Com base nas diferenças observadas in vitro com os modelos de células leucémicas 
sensíveis e resistentes ao IM foi quantificada a expressão dos genes MBD4 e NTHL1 em 
amostras  de doentes sensíveis ao fármaco e resistentes sem mutação no domínio tirosina 


























K562-WT K562-R sem IM
Concentração 
de H2O2 (µM) 
K562-WT      
(Média ± DP) 
K562-R sem IM  
(Média ± DP) 
P value             
(teste t de Student) 
0 100,00 100,00 - 
5 89,42 ± 6,5 94,15 ± 2,5 > 0,05 
25 63,19 ± 6,3 81,84 ± 2,6 < 0,01 
50 46,03 ± 6,5 56,42 ± 5,1 > 0,05 
100 36,75 ± 1,7 48,47 ± 2,9 < 0,005 
175 33,59 ± 1,2 46,87 ± 2,9 < 0,005 
250 32,65 ± 1,6 47,34 ± 2,3 < 0,0005 
500 30,97 ± 0,8 46,95 ± 4,6 < 0,005 
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Não se observaram diferenças na expressão do gene NTHL1 nem do MBD4 entre os 













Figura 38- Quantificação da expressão relativa do gene NTHL1 num grupo de doentes sensível ao tratamento 
com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutação no domínio tirosina quinase do gene 
BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressão em cada grupo de doentes (linha) e a distribuição dos 











Figura 39- Quantificação da expressão relativa do gene MBD4 num grupo de doentes sensível ao tratamento 
com IM e num grupo de doentes resistentes ao tratamento sem mutação no domínio tirosina quinase do gene 
BCR-ABL. A figura assinala o valor médio de expressão em cada grupo de doentes (linha) e a distribuição dos 






















































O IM foi o primeiro inibidor de tirosina quinase utilizado na prática clínica e 
rapidamente se tornou a primeira linha de tratamento para LMC (Druker et al., 2001, 
Hochhaus et al., 2009). No entanto, uma parte dos doentes é à partida resistente ao fármaco e 
outra parte acaba por adquirir resistência no decurso do tratamento (Quintas-Cardama et al., 
2009). Assim, apesar do inicialmente previsto, o IM não é um tratamento efectivo para a cura 
da LMC, tornando-se por isso, fundamental o estudo e compreensão dos mecanismos 
responsáveis pela resistência.  
A aquisição de resistência ao IM foi, inicialmente, associada ao restabelecimento da 
actividade quinase BCR-ABL por intermédio de mecanismos que impediam a ligação do IM à 
proteína (Gambacorti-Passerini et al., 2003). Nesta fase foram descritos como mecanismos de 
resistência a aquisição de mutações pontuais no domínio quinase da BCR-ABL (Gorre et al., 
2001), a sobre-expressão de transportadores membranares e a sobre-expressão de BCR-ABL 
(Mahon et al., 2000). Só mais tarde surgiram evidências de que a resistência pode ocorrer não 
só em consequência da recuperação da actividade quinase da proteína, mas também, pela 
expansão clonal de células que possuem alterações em vias de transdução de sinal, que lhes 
permitem sobreviver independentemente da actividade da quinase BCR-ABL.  
Muitos dos mecanismos de resistência encontrados em doentes foram inicialmente 
identificados em modelos de linhas celulares resistentes ao IM estabelecidas in vitro. Neste 
sentido, para estudar potenciais mecanismos de resistência ao IM, estabeleceu-se no nosso 
laboratório um modelo de células leucémicas que adquiriram resistência ao fármaco em 
resultado da exposição crónica. Assim, o primeiro objectivo deste estudo foi determinar se o 
mecanismo pelo qual as células adquiriram resistência ao IM era algum dos mecanismos já 
descritos.  
A análise da sequência do domínio tirosina quinase do gene BCR-ABL das células 
resistentes excluiu a hipótese da resistência ao IM ser resultado da aquisição de mutações 
pontuais, o mecanismo mais recorrente de resistência.  
Posteriormente, foi avaliado se a resistência seria resultado da sobre-expressão de 
BCR-ABL. Apesar de terem sido detectadas diferenças na quantidade de transcritos do gene 
entre as duas linhas (Figura 11), estas diferenças não foram observadas ao nível da proteína 
(Figura 12), que na realidade se mantém semelhante. Diversos trabalhos anteriores associam a 
sobre-expressão do gene BCR-ABL à resistência ao IM, assumindo à partida que existe uma 
relação directa entre a sobre-expressão do mRNA e da proteína. Os resultados obtidos 
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mostram que esta associação pode não ser tão linear como se pensava, possivelmente devido à 
activação de mecanismos de regulação pós-transcricional nas células resistentes, realçando 
assim a importância do estudo paralelo dos níveis de expressão, tanto dos transcritos como da 
proteína, em casos de resistência. Assim, apesar de haver sobre-expressão de BCR-ABL nas 
células resistentes ao IM, esta sobre-expressão não é responsável pela resistência, uma vez 
que não se traduz no aumento da quantidade de proteína. 
A proteína CRKL é um substrato directo da proteína BCR-ABL e é também a 
principal fosfo-tirosina detectada no sangue periférico de doentes com LMC (Oda et al., 1994, 
Tenhoeve et al., 1994). Dado que esta proteína é constitutivamente fosforilada pela BCR-
ABL, a detecção da sua forma fosforilada (p-CRKL) tornou-se o parâmetro mais 
frequentemente utilizado para medir indirectamente a actividade da BCR-ABL (Nichols et al., 
1994, Hamilton et al., 2009).  
No presente trabalho, o estudo de p-CRKL por Western Blot mostrou que os níveis de 
actividade de BCR-ABL são muito baixos nas células K562-R comparativamente ao 
observado nas células parentais (Figura 13). No entanto, ao contrário do que acontece nas 
células K562-WT expostas ao IM, a diminuição de actividade da proteína BCR-ABL nas 
células K562-R não resulta na morte destas células por apoptose (Figura 18). É ainda de 
acrescentar que quando o IM é retirado do meio de cultura das células resistentes a actividade 
da quinase é restituída. O conjunto destes resultados confirma que a reduzida actividade de 
BCR-ABL nas células resistentes expostas ao IM não resulta da diminuição da quantidade de 
proteína, como se mostrou anteriormente, mas sim do facto do IM estar a exercer o seu efeito 
inibitório sobre a quinase. 
A capacidade das células resistentes sobreviverem na presença de IM estando o 
fármaco a actuar efectivamente como um inibidor da BCR-ABL mostrou que, no modelo 
celular em estudo, a resistência é independente da actividade quinase da proteína. Deste 
modo, é também possível explicar o porquê das células K562-R serem resistentes a 
concentrações de IM até duas vezes superiores aquela a que foram estabelecidas em cultura 
(Figura 10). Sendo a resistência independente da actividade, a concentração de IM não 
influencia a sobrevivência das células. 
O facto das células K562-R serem também resistentes aos inibidores de tirosina 
quinase de segunda geração Nilotinib e Dasatinib, o que não acontece nas células parentais, 
constitui mais uma evidência de que estas células não dependem da actividade tirosina 
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quinase da BCR-ABL para sobreviver (Figura 14). Isto porque estes dois inibidores estão  
descritos como sendo mais potentes e mais efectivos na inibição da quinase BCR-ABL.  
Estudos anteriores mostraram que em muitos casos de doentes resistentes ao IM, a 
substituição terapêutica para Nilotinib ou Dasatinib permitia atingir resposta citogenética 
major ou mesmo CCR (Shah et al., 2004, Talpaz et al., 2006, le Coutre et al., 2008). Esta 
resposta terapêutica ocorre essencialmente em casos de resistência resultantes da aquisição de 
mutações pontuais no domínio quinase da proteína BCR-ABL ou em casos de sobre-
expressão do gene (Talpaz et al., 2006, le Coutre et al., 2008). O facto das células K562-R 
não responderem a estes inibidores é mais um indicador de que, tal como se mostrou, estes 
não são os mecanismos responsáveis pela resistência nestas células. 
Como referido anteriormente, a remoção do IM do meio de cultura das células K562-R 
leva à restituição da actividade quinase da proteína BCR-ABL, o que mostra que o IM está a 
cumprir a sua função inibitória nas células K562-R. Desta forma, este resultado permitiu-nos 
excluir também a actividade dos transportadores de influxo e efluxo como mecanismo 
responsável pela aquisição de resistência. Caso a actividade dos transportadores fosse 
importante para a resistência das células K562-R, não seria expectável observarem-se 
diferenças acentuadas na actividade da proteína quando o IM é removido, uma vez que estes 
estariam a impedir a entrada e/ou permanência do IM nas células, impedindo que este inibisse 
a quinase. Quer nas células K562-WT, quer nas células K562-R, a adição ou remoção de IM 
tem o resultado esperado ao nível da actividade da proteína BCR-ABL.  
Outra evidência de que o papel dos transportadores não é relevante para a resistência 
nestas células é baseada no facto de, ao contrário do que acontece com o IM e o Dasatinib, o 
transporte membranar de Nilotinib não depender do transportador de influxo hOCT1, nem dos 
transportadores de efluxo ABCB1, ABCC1 e ABCG2 (Hiwase et al., 2008, Davies et al., 
2009). No entanto, o padrão de resposta das células K562-R aos dois inibidores é idêntico, o 
que reforça que alterações na expressão dos transportadores membranares não estão 
envolvidas na resistência. 
Ainda pouco se sabe sobre os fenómenos de resistência ao IM independentes da 
actividade da proteína BCR-ABL. Pensa-se que estes ocorram na sequência do 
estabelecimento de vias de sinalização alternativas que permitem a sobrevivência das células 
na presença dos inibidores de BCR-ABL. Tal como acontece com a progressão da LMC, 
hipotetizou-se que estas vias alternativas se estabeleçam em resultado de mutações em genes 
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críticos, que acabam por ser seleccionadas e ganhar representatividade na população de 
células leucémicas por expansão clonal. 
O aumento da expressão de LYN quinase, em células e doentes com resistência ao IM 
independente da actividade da BCR-ABL, é um fenómeno já descrito (Donato et al., 2003, 
Donato et al., 2004, Wu et al., 2008, Wu et al., 2008, Pene-Dumitrescu e Smithgall, 2010). 
No nosso modelo de células resistentes observou-se um aumento da expressão desta proteína, 
quando as células estavam expostas ao IM (Figura 15). No entanto, com base nos resultados 
obtidos em estudos de viabilidade com o inibidor de SRC quinases SU6656, esta sobre-
expressão de LYN não parece ser determinante para a sobrevivência das células (Figura 16). 
Tanto nas células K562-WT como nas K562-R expostas ao IM, a incubação com doses 
elevadas de SU6656, não afectou a sobrevivência celular. O facto das células K562-R 
privadas de IM sofrerem uma diminuição acentuada de LYN também não seria expectável se 
esta via fosse determinante para a resistência (Figura 15). Além disso, apesar das diferenças 
acentuadas na quantidade de LYN quinase, a percentagem de sobrevivência na presença de 
SU6656 é idêntica nas  células K562-R e K562-R sem IM (Figura 16). 
Uma evidência adicional de que a sobre-expressão de LYN quinase não é fundamental 
para a resistência das células K562-R, tem por base o facto do Dasatinib inibir 
simultaneamente a proteína BCR-ABL e proteínas da família das SRC quinases (Konig et al., 
2008). Se a actividade da LYN quinase fosse determinante para a sobrevivência das células 
K562-R, a resposta das células resistentes não teria sido idêntica com este inibidor e com o 
Nilotinib, que inibe apenas BCR-ABL.  
Curiosamente, nas células K562-WT os valores de sobrevivência na presença de 
SU6656 ultrapassam os valores do controlo. Este fenómeno pode ser explicado pelo facto do 
ensaio MTS não ter capacidade discriminativa entre sobrevivência e proliferação celular. 
Assim, este resultado sugere que a incubação com SU6656 pode estimular a proliferação das 
células K562-WT, no entanto, estudos mais aprofundados teriam de ser realizados para que se 
pudessem tirar conclusões definitivas.  
Neste ponto do trabalho sabia-se apenas que o mecanismo de resistência nas células 
K562-R não era nenhum dos previamente descritos e que estas sobreviviam 
independentemente da inibição ou não da actividade tirosina quinase da BCR-ABL. Deste 
modo, o mecanismo de resistência ao IM deste modelo de células leucémicas é um 
mecanismo desconhecido. Assim, delineou-se uma nova estratégia de trabalho para identificar 
71 
 
diferenças entre as células K562-WT e K562-R que possam indicar vias potencialmente 
envolvidas na resistência, a fim de direccionar trabalhos futuros. 
Foi consistentemente descrito na literatura que a actividade da BCR-ABL aumenta a 
sinalização de sobrevivência e a proliferação das células leucémicas (Deininger et al., 2000, 
Quintas-Cardama e Cortes, 2009). Uma vez que se demonstrou que as células resistentes 
expostas ao IM têm uma diminuição acentuada da actividade BCR-ABL, era fundamental 
estudar se existiam alterações nestas vias de sinalização, independentes da actividade quinase 
da BCR-ABL, que fossem indicativas do mecanismo pelo qual as células resistentes 
sobrevivem na presença de IM. 
Numa primeira fase desta abordagem era fundamental determinar se existiam 
diferenças ao nível da morte basal entre as duas linhas celulares. Os resultados mostraram que 
a percentagem de morte é apenas 5% mais elevada nas células resistentes expostas ao IM, o 
que não representa uma diferença acentuada (Figura 17).  
Fang et al. descreveram que a incubação de células leucémicas com IM induz a 
entrada das células em apoptose (Fang et al., 2000). O mesmo aconteceu nas células da linha 
K562-WT. Quando incubadas com IM as células entram em apoptose como se observou pelo 
aumento da clivagem de PARP1, aqui utilizada como marcador apoptótico (Figura 18). Como 
esperado, observou-se que apenas uma quantidade residual de células resistentes incubadas 
cronicamente com IM entrou em apoptose (Figura 18).   
Os resultados anteriores levaram a que fossem estudadas algumas moléculas-chave da 
sinalização anti- e pró-apoptótica para verificar se existiam alterações nas células resistentes 
que fossem indicativas da resistência destas células à apoptose.  
Vários autores descreveram que o efeito anti-apoptótico da expressão de BCR-ABL 
resulta do bloqueio da libertação mitocondrial de citocromo-c, um passo crucial para a 
activação da apoptose (McGahon et al., 1994, Amarante-Mendes et al., 1998, Sonoyama et 
al., 2002). Este bloqueio é em parte consequência da sobre-expressão das proteínas anti-
apoptóticas BCL2 e BCL-XL, que resulta da activação constitutiva das vias RAS e STAT5 
pela BCR-ABL, respectivamente (Sanchezgarcia e Grutz, 1995, Amarante-Mendes et al., 
1998, Cirinna et al., 2000, de Groot et al., 2000).  
Nas células resistentes expostas de forma crónica ao IM observou-se uma diminuição 
da expressão de transcritos e de proteína BCL2 e de BCL-XL (Figuras 19, 20, 22). Estes 
resultados são mais uma evidência de que nestas células o IM está a inibir a actividade 
quinase da BCR-ABL, uma vez que actividade desta proteína regula a sobre-expressão BCL2 
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e BCL-XL em células leucémicas. Mais uma evidência de que a sub-expressão de BCL2 e 
BCL-XL resulta da inibição da actividade da BCR-ABL é o facto de, quando o IM é retirado 
do meio de cultura das células resistentes, se observar, paralelamente à restituição da 
actividade de BCR-ABL, um aumento da expressão de transcritos e de proteína BCL2 e BCL-
XL. No caso da proteína BCL-XL, enquanto que o aumento de expressão do gene é visível ao 
fim de 6 horas, só se observa um aumento da proteína ao fim de 48 horas.  
A morte das células sensíveis ao IM por apoptose foi descrita como uma consequência 
do bloqueio da activação constitutiva da via que leva à sobre-expressão da proteína anti-
apoptótica BCL-XL (Horita et al., 2000). Com efeito, nas células parentais incubadas com IM 
observou-se, concomitantemente com aumento da clivagem de PARP1, uma diminuição da 
expressão dos transcritos e da proteína BCL-XL. 
O conjunto destes resultados levou-nos a concluir que as proteínas anti-apoptóticas 
BCL2 e BCL-XL são reguladas nas células resistentes pela expressão de BCR-ABL e, por 
isso, não são determinantes para a sobrevivência destas células, na presença de IM. Apenas 
com base nestes resultados seria expectável que a exposição destas células ao IM resultasse na 
morte das células por apoptose, uma vez que, os níveis de proteínas anti-apoptóticas, são 
muito semelhantes nas células resistentes e nas células parentais expostas ao IM. 
Até à data da realização deste trabalho não foram encontrados trabalhos anteriores que 
relacionassem a expressão de BCR-ABL com a regulação de BAX. Curiosamente, apesar de 
não terem sido encontradas diferenças ao nível da expressão deste gene, observou-se uma 
quantidade de proteína consistentemente mais elevada nas células resistentes do que nas 
parentais. Este resultado é mais um indicador do aumento da sinalização apoptótica nestas 
células. 
 A SURVIVINA é uma proteína pertencente à família das IAP’s (Inhibitor of 
Apoptosis) que se demonstrou estar envolvida tanto na inibição da morte celular por apoptose 
como na indução da proliferação celular (Ambrosini et al., 1998, Li et al., 1998, Tamm et al., 
1998, Li et al., 1999, Carter et al., 2003). Esta IAP é pouco expressa nos tecidos normais de 
adultos, no entanto, a sua sobre-expressão é frequentemente descrita como importante em 
diversas neoplasias (Mori et al., 2002, Oto et al., 2007), e por isso, cada vez mais tem vindo a 
ser proposta como um alvo terapêutico (Langemeijer et al., 2008, Ryan et al., 2009).  
No modelo de células resistentes ao IM estudado verificou-se uma sobre-expressão 
constitutiva de SURVIVINA, comparativamente com o que acontece nas células parentais, 
onde não foi possível detectar esta proteína (Figura 24). Assim, a expressão de SURVIVINA 
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parece ser independente da actividade de BCR-ABL, uma vez que esta quinase não está activa 
nas células K562-R expostas ao IM onde a sobre-expressão de SURVIVINA é bastante 
elevada. A remoção do IM do meio de cultura das células K562-R, o que envolve o 
restabelecimento da actividade da BCR-ABL, também não parece afectar a expressão de 
SURVIVINA. Por fim, nas células parentais com actividade constitutiva de BCR-ABL não 
foi possível detectar expressão da proteína. O conjunto destes resultados mostra que a sobre-
expressão de SURVIVINA nas células resistentes é independente de BCR-ABL.  
Um dado curioso é o facto da sobre-expressão de SURVIVINA em LMC ser descrita 
principalmente em doentes em FA e CB (Badran et al., 2003, Conte et al., 2005, Hernandez-
Boluda et al., 2005). Diversos estudos demonstraram precisamente que doentes em fases 
avançadas da doença são, à partida, resistentes ao IM ou têm respostas apenas de curta 
duração, pelo que, de futuro, seria interessante tentar determinar se existe alguma relação 
entre a condição refractária de doentes em CB e a sobre-expressão de SURVIVINA. O 
aumento da expressão da proteína anti-apoptótica SURVIVINA nas células resistentes ao IM 
pode, deste modo, estar envolvido na capacidade das células sobreviverem na presença do 
fármaco. 
Apesar da sub-expressão das proteínas anti-apoptóticas BCL2 e BCL-XL, e da sobre-
expressão da proteína pró-apoptótica BAX, as células K562-R não entram em apoptose, o que 
pode ser explicado pelo facto da SURVIVINA estar a inibir a activação das CASPASES. No 
entanto, para que se possam tirar conclusões sobre a importância da SURVIVINA na 
resistência ao IM, mais ensaios terão de ser realizados. 
Pelo facto de não se observarem diferenças na densidade populacional entre as células 
K562-WT e K562-R, apesar da taxa de morte basal ser 5% mais elevada nas células K562-R, 
colocou-se a hipótese de haver um aumento da capacidade proliferativa nas células resistentes 
ao IM, o que acabaria por compensar a morte.  
A primeira abordagem para testar esta hipótese foi determinar o conteúdo de DNA de 
cada uma das linhas (Figura 28). Observou-se um decréscimo da quantidade de células nas 
fases G0/G1 do ciclo celular (DNA=2n) na linha resistente ao IM. Uma vez que este 
decréscimo de células em G0/G1 se reflectiu num aumento do número de células, tanto na 
fase S (onde ocorre a síntese de DNA) como nas fases G2/M (onde se dá a mitose), e não 
apenas em G2/M sugerindo que estaria a haver paragem do ciclo celular nesta fase, este 
resultado indica que pode efectivamente haver um aumento do número de células em divisão 
nesta linha.  
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Como descrito acima, para além do seu efeito anti-apoptótico a SURVIVINA também 
induz a proliferação celular. Deste modo, a sobre-expressão desta proteína nas células K562-
R pode também traduzir-se num aumento da capacidade proliferativa destas células, 
contribuindo, deste modo, para a resistência. 
Por outro lado, para além ter função anti-apoptótica, a proteína BCL2 tem também um 
efeito anti-proliferativo, uma vez que inibe a passagem das células de G0 para G1 e induz a 
paragem do ciclo celular (Janumyan et al., 2003). Assim, o facto de haver sub-expressão de 
BCL2 nas células resistentes, pode também contribuir para o aumento da proliferação celular. 
A proteína c-MYC é codificada por um oncogene frequentemente sobre-expresso em 
diversos tipos tumorais. Entre outros efeitos, o aumento da sobre-expressão de c-MYC está 
intimamente relacionado com o aumento da capacidade proliferativa das células. No entanto, 
não foram observadas diferenças na expressão desta proteína nas duas linhas celulares (Figura 
29). Além disso, observou-se um ligeiro aumento da expressão do gene BCTG2, que codifica 
uma proteína com efeito anti-proliferativo, nas células (Rouault et al., 1996) (Figura 30).  
Apesar da análise da densidade populacional e do estudo do conteúdo de DNA das 
células sugerir um aumento da capacidade proliferativa das células K562-R, estes resultados 
não são conclusivos. A confirmar-se o aumento da capacidade proliferativa nas células 
resistentes, mais estudos terão de ser feitos no sentido de determinar quais os mecanismos 
moleculares responsáveis pelo aumento. 
O estudo da expressão de genes envolvidos na regulação do ciclo celular mostrou que 
as alterações significativas de expressão ocorreram maioritariamente em genes que codificam 
proteínas relacionadas com a via p38 (GADD45γ, MAP2K6, MAPK12 e DDIT3) (Figura 30). 
Esta é uma via de sinalização celular complexa que se encontra envolvida em diversos 
processos celulares como diferenciação, resposta imune, proliferação celular e apoptose (Ono 
e Han, 2000, Cuadrado e Nebreda, 2010). As consequências celulares da activação da via p38 
dependem da integração de vários sinais bioquímicos e do tipo de tecido, uma vez que, a 
expressão das diferentes isoformas da p38 não é igual em todas as células. Alguns trabalhos já 
tentaram estabelecer o papel da via p38 na LMC e na resistência ao IM, mas os resultados 
obtidos são, em alguns casos, contraditórios (Kambhampati, 2009). 
Uma vez que os níveis de transcritos dos genes podem não corresponder linearmente 
aos níveis de proteína, tentou-se quantificar a expressão das proteínas por Western Blot. No 
entanto, possivelmente devido aos baixos níveis de expressão, não se detectaram as proteínas 
acima referidas nem nas células K562-WT, nem nas K562-R. 
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Para avaliar se a activação desta via era determinante para o mecanismo de resistência 
utilizou-se o inibidor da via p38 SB202190 (Figura 31). Os resultados mostram que a inibição 
desta via não afecta a sobrevivência de nenhuma das linhas celulares sugerindo que a via não 
é importante para a resistência das células ao IM. No entanto, este ensaio deve ser repetido 
com outros inibidores uma vez que o SB202190 não inibe a isoforma p38γ (MAPK12) cujo 
gene se encontra sobre-expresso nestas células. 
Como referido anteriormente, a aquisição de formas de resistência independentes da 
actividade da quinase BCR-ABL, têm vindo a ser associadas à aquisição de mutações em 
genes críticos, que podem estabelecer a activação constitutiva de vias alternativas, permitindo 
a sobrevivência das células. Por este motivo, foram estudadas as duas principais origens de 
instabilidade genómica descritas em LMC: o aumento da produção endógena de ROS e 
alterações nos mecanismos de reparação de DNA.  
Curiosamente, observou-se uma ligeira diminuição dos níveis de ROS nas células 
K562-R, o que pode ser explicado pela diminuição da actividade quinase da proteína BCR-
ABL (Figura 35).  
O estudo da expressão de genes envolvidos nas principais vias de reparação do DNA 
não mostrou diferenças, entre as duas linhas celulares, que indicassem alterações na 
capacidade de reparação que pudessem predispor a linha resistente para a aquisição de 
mutações. Normalmente, o aumento da taxa de mutação encontra-se associado à sobre-
activação de vias de reparação menos fidedignas, o que não se verifica neste caso (Figura 36).  
O conjunto destes resultados levanta a hipótese de algumas células da linha K562 já 
possuírem à partida mutações que podem ser responsáveis pela resistência ao IM, e que foram 
seleccionadas na linha K562-R pela exposição crónica ao fármaco. 
Apesar do aumento da capacidade das células K562-R para reparar lesões por BER 
não ser relevante para a aquisição de mutações, uma vez que esta é uma via de reparação 
bastante fidedigna, observa-se que estas células perdem sensibilidade a agentes genotóxicos 
oxidantes, o que em última análise, pode ter implicações a nível terapêutico. 
Os resultados obtidos com os modelos celulares sugeriam a possibilidade de algumas 
das variações ocorrerem em doentes resistentes ao IM. Assim, foram seleccionados doentes 
sensíveis ao IM, com níveis de expressão de BCR-ABL muito reduzidos ou mesmo nulos, e 
doentes resistentes ao IM, mas sem mutação no domínio quinase da BCR-ABL e com níveis 
de expressão de BCR-ABL entre 18,7 e 100% (Tabela 3). 
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Devido a limitações de material biológico, apenas foi possível testar alterações ao 
nível da expressão de genes em doentes, uma vez que não havia quantidade suficiente de 
proteína para testar por Western Blot.  
Curiosamente, os padrões de expressão dos genes em estudo são muito semelhantes 
entre doentes sensíveis, sem transcritos BCR-ABL, e em doentes resistentes, com elevada 
expressão de BCR-ABL. Isto acontece mesmo em genes como o BCL2 e o BCL-XL cuja 
expressão é descrita na literatura, e demonstrou-se no presente trabalho, como sendo regulada 
pela actividade da proteína BCR-ABL. Uma informação essencial, da qual não dispomos, é a 
medicação que os doentes resistentes sem mutação faziam à data da recolha da amostra, pois 
caso ainda estivessem a fazer tratamento crónico com um dos inibidores de tirosina quinase, 
uma hipótese plausível seria estar-se perante casos de resistência independentes da actividade 
de BCR-ABL, o que explicaria os níveis de expressão dos genes estudados serem tão 
semelhantes. No entanto, com os dados que possuímos, e com uma amostra tão reduzida de 

















5. Considerações finais e perspectivas futuras 
Os resultados obtidos com este trabalho permitem concluir que o mecanismo que torna 
as células leucémicas K562-R resistentes ao IM, não é nenhum dos previamente descritos na 
literatura. Trata-se de um modelo de células em que a resistência é independente da actividade 
da proteína BCR-ABL, no entanto, o mecanismo que permite às células sobreviverem na 
presença de IM, não é ainda conhecido. 
Identificou-se um aumento da expressão da proteína SURVIVINA nas células 
resistentes ao IM que pode estar envolvido na resistência das células. No entanto, para 
determinar a importância da SURVIVINA na resistência, mais ensaios terão de ser realizados. 
Uma vez que esta proteína inibe a activação das CASPASES, inicialmente é necessário 
estudar se nas células resistentes o IM leva à libertação do citocromo c da mitocôndria. Se tal 
se confirmar, posteriormente será necessário verificar se nestas células ocorre, ou não, a 
activação das CASPASES e se poderá haver o envolvimento de outras IAP’s. Paralelamente, 
terá de se inibir a actividade da SURVIVINA nas células, tanto com inibidores, como pelo 
silenciamento do gene. Este conjunto de resultados dá nos uma perspectiva mais clara da 
importância da sobre-expressão de SURVIVINA na resistência. 
Para confirmar o aumento da capacidade proliferativa das células será inicialmente 
utilizada a marcação com diacetato de carboxifluoresceína. Caso este aumento se confirme, 
devem ser estudados novos alvos moleculares uma vez que, nos nossos resultados, as 
alterações na expressão de genes envolvidos  na regulação do ciclo celular, não são 
significativas. 
Além disso, apesar de não se terem detectado diferenças na expressão do supressor de 
tumor GADD45γ entre  doentes sensíveis e resistentes ao IM, deve ser aprofundado se a sub-
expressão deste gene nas células K562-R está envolvido na resistência.  
Para esclarecer o potencial envolvimento da via p38 na resistência ao IM deverão ser 
realizados ensaios com novos inibidores e feito o silenciamento da via. 
Em conclusão, este estudo é um contributo para o estudo dos mecanismos de 
resistência ao IM independentes da actividade da quinase BCR-ABL. Uma vez que pouco se 
sabe sobre esta forma de resistência, tentou-se com este trabalho encontrar indicadores de vias 
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Anexo I. Reagentes, Material suplementar e Equipamento 
 
Tabela I – Lista de reagentes e material complementar utilizados no decurso do trabalho. 
Reagentes e Material Complementar Fabricante 
2',7'- Diclodihidrofluoresceina  Molecular probes 
Ácido Clorídrico  Merck 
Albumina de soro bovino 10mg/ml  Bio-Rad 
AllPrep_DNA_RNA_Protein Mini Kit Quiagen 
Anexina V FITC  BD Pharmingen 
Amersham ECL Blocking Agent  GE Healthcare 
Ar contendo 5% CO2  AIR LIQUID 
Azul de Bromofenol Difco 
BD FACSFlow Sheath Fluid BD Biosciences 
 Bio-Rad Protein Assay  Bio-Rad 
 CellTiter96AQueous One Solution Cell Proliferation 
Assay  Promega 
Cloreto de Cálcio Merck 
 Cloreto de Sódio  Merck 
Dasatinib Toronto Research Chemicals,Inc 
 DMSO Sigma-Aldrich 
 EDTA  Sigma-Aldrich 
Etanol  Merck 
 Frascos de Cultura  Sarstedt 
 Glicerol (87%) Merck 
 Glicina (97%)  Sigma-Aldrich 
 Hematocitómetro  Optik Labor 
II 
 
 Hepes  Sigma-Aldrich 
Hidróxido de Sódio  Merck 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems 
Human DNA Damage Signaling RT² Profiler™ PCR  
Array Quiagen 
Imatinib  Santa Cruz Biotechnology 
Inibidor de Protease  Roche 
Iodeto de Propídio (250μg/ml) MILLIPORE 
 Meio RPMI 1640  Sigma-Aldrich 
Membrana de PVDF  MILLIPORE 
Metanol Merck 
Microplacas de  96 poços para PCR em tempo real  Applied Biosystems 
MINI- PROTEAN TGX,4-15% (4561083) Precast Gels  Bio-Rad 
MINI- PROTEAN TGX,4-20% (4561093) Precast Gels  Bio-Rad 
Nilotinb  Toronto Research Chemicals,Inc 
N-laurosilsarcosina  Sigma-Aldrich 
Nonidet P-40 USB Corporation 
PageRuler™ Prestained Protein Ladder  Fermentas 
PBS  Sigma-Aldrich 
Peróxido de hidrogénio  Sigma-Aldrich 
 Placas de cultura de 96 poços  Costar 
 RNase A  Roche 
RT² First-Stand cDNA  Synthesis Kit  Quiagen 
 SDS Bio-Rad 
 Solução de Estreptomocina/Penicilina  Sigma-Aldrich 
Soro Fetal Bovino Sigma-Aldrich 
Tampas adesivas para Microplacas  Applied Biosystems 
III 
 
TaqMan Gene Expression Assay Applied Biosystems 
 TaqMan Gene Expression Master Mix  Applied Biosystems 
Trizma Base  Sigma-Aldrich 
Trizma HCL Sigma-Aldrich 
Triton X-100 Sigma-Aldrich 
WesternDo 625 Goat Anti-Mouse Western Blot Kit  Invitrogen 
WesternDo 625 Goat Anti-Rabbit Western Blot Kit Invitrogen 
β-Mercaptoetanol  Sigma-Aldrich 
 
 
Tabela II – Lista de equipamento utilizado no decurso do trabalho. 
Equipamento Fabricante 
 Agitador orbital New Brunswick G25 Shaker Incubator, Global Medical Instrumentation, Inc 
 Aparelho PCR em tempo real ABI PRISM 7300, Applied Biosystems 
 Banho seco Grant 
Câmara de Fluxo Laminar BIOAIR 
 Centrifuga  Centric 322, Technica 
Centrifuga (extracção de 
proteínas) Centrifuge 5417R, Eppendorf 
Citómetro de Fluxo BD FACSCalibur™, BD Biosciences  
 Leitor de Micro-placas ZENYTH 3100, Anthos 
 Máquina Fotográfica Fujifilm 55000, Fujifilm  
Microscópio Óptico Dialux 20, Leitz 
Microscópio de Inversão de 
Fases TMS, Nixon 
 Nanodrop ND 1000 Thermo Scientific 
Sistema Western Blot Mini-PROTEAN , Bio-Rad 
Termociclador  GeneAmpPCR Sustem 9700 Thermal Cycler, Applied Biosystems 
IV 
 
Transiluminador Fluo.Link,  Vilber Lourmat 



























Anexo II. Soluções 
 
Tabela III - Composição da Solução de Lise utilizada na extracção de proteínas totais. Tanto o Nonidet P-40, 
como o Inibidor de Protease, são adicionados ao tampão imediatamente antes da sua utilização. O tampão tem 
pH=8 e é armazenado a 4ºC. 
 
Tampão de Lise 
Reagente Concentração 
Trizma Base 50mM 
NaCl 150mM 
EDTA 5mM 
Nonidet P-40 1% (v/v) 




Tabela IV - Composição do Sample Loading Buffer utilizado para desnaturar e carregar as amostras de proteínas 
totais no gel de electroforese. O tampão tem pH=8 e é armazenado a -20ºC para evitar a evaporação do β-
Mercaptoetanol. 
 
Sample Loading Buffer (4ml) 
Reagente Volume (μl) 
H2O 1940 
Solução Trizma 1M (pH8) 250 
Solução SDS 10% 800 
β-Mercaptoetanol 200 










Tabela V - Composição da solução tampão de electroforese1 utilizado na eletroforese SDS Page, na técnica 
Western Blot. O tampão tem pH=8,3 e é armazenado a 4ºC. 
 
Tampão de  Electroforese 5x (1L)  
Reagente Massa (g) 
SDS 5 
Trizma Base 15,14 
Glicina 93,84 
    Perfazer com água nanopura para um volume de 1L. 
 
 
Tabela VI - Composição do tampão de transferência utilizado na transferência das proteínas do gel de 
acrilamida para a membrana de PVDF na técnica Western Blot. O tampão tem pH=8,3 e é armazenado a 4ºC. 
 
Tampão de Transferência 5x (1L)  
Reagente Massa (g) 
SDS 1,85 
Trizma Base 29,25 
Glicina 14,6 
    Adicionar 500ml de água nanopura e 500ml de Metanol 
 
 
Tabela VII - Composição do tampão de ligação utilizado na marcação com anexina para leitura por citometria 
de fluxo. O tampão tem pH=7,4 e é armazenado a 4º. 
       
Tampão de Ligação 10x 
Reagente Concentração 
Hepes  0,1 M 
NaCl 1,4 M 
CaCl2 25mM 
 







Tabela VIII - Composição da solução de iodeto de propídio utilizada na marcação do conteúdo de DNA para 
leitura por citometria de fluxo. Esta solução é preparada imediatamente antes de utilizar. 
 
 
Solução de Iodeto de Propídio 
Reagente Concentração (mg/ml) 
RNase A 0,02 
Iodeto de Propídio 0,05 
























Anexo III. Lista dos genes estudados com a placa Human DNA Damage Signaling RT² 
Profiler™ PCR Array   
 
Tabela IX – Lista dos genes, e respectiva função, cujo perfil de expressão de mRNA foi estudado com a placa 
Human DNA Damage Signaling RT² Profiler™ PCR Array.  
Simbolo do Gene Função 
ABL1 Apoptose; MMR 
BRCA1 Apoptose; Checkpoint celular; HR 
CIDEA Apoptose 
GADD45A Apoptose; Paragem do ciclo celular 
GADD45G Apoptose 
GML Apoptose; Paragem do ciclo celular 
IP6K3 Apoptose 
PCBP4 Apoptose; Paragem do ciclo celular 
AIFM1 Apoptose 
PPP1R15A Apoptose; Paragem do ciclo celular 
RAD21 Apoptose; HR 
TP53 Apoptose; Checkpoint celular 
TP73 Apoptose; MMR 
CHEK1 Paragem do Ciclo Celular 
CHEK2 Paragem do Ciclo Celular 
DDIT3 Paragem do Ciclo Celular 
GTSE1 Paragem do Ciclo Celular 
HUS1 Paragem do Ciclo Celular 
MAP2K6 Paragem do Ciclo Celular 
MAPK12 Paragem do Ciclo Celular 
RAD17 Paragem do Ciclo Celular 
RAD9A Paragem do Ciclo Celular 
SESN1 Paragem do Ciclo Celular 
BTG2 Paragem do Ciclo Celular 
ZAK Paragem do Ciclo Celular 
ATR Checkpoint  celular 
ATM Checkpoint  celular 
FANCG Checkpoint  celular; HR 
NBN Checkpoint  celular; HR 
RAD1 Checkpoint  celular 
RBBP8 Checkpoint  celular 
SMC1A Checkpoint  celular 
MBD4 BER 
MPG BER 









FEN1 BER; HR  
CIB1 HR 
XRCC6 HR; NHEJ 
XRCC6BP1 HR 
MRE11A HR 




























Legenda: MMR - Reparação de Emparelhamentos de Nucleotídeos Errados;   HR – Reparação Homóloga; BER 
– Reparação por Excisão de Bases; NHEJ – Reparação não Homóloga; NER – Reparação por Excisão de 
Nucleótidos. 
